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Referat 
Als Kapazitation bezeichnet man den im weiblichen Reproduktionstrakt stattfindenden Rei-
fungsschritt, der Spermien das volle Fertilisierungspotential verleiht. Die molekularbiologi-
schen Grundlagen dieses für eine erfolgreiche natürliche oder auch artifizielle Befruchtung 
essenziellen Prozesses sind bis heute nur unvollständig verstanden. 
 
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden die mit der Kapazitation einhergehenden 
funktionellen und strukturellen spermalen Veränderungen untersucht. Die kapazitative 
Stimulation führte zu einer gesteigerten Motilität bis hin zur Hyperaktivierung, zu einer ver-
mehrt induzierten Akrosomenreaktion und zu einer deutlich reduzierten Apoptoseaktivität. 
 
Anhand von Inhibitionsexperimenten wurde die Rolle der potentiellen Signaltransduktoren 
Caspase-1, Calpain und Calmodulin analysiert. Dabei wies die Calmodulinantagonisierung 
auf eine ausgeprägte Calciumabhängigkeit aller untersuchten kapazitationsassoziierten Pro-
zesse hin. Die Hemmung von Caspase-1 und Calpain führte zu einer Beeinträchtigung der 
Motilität und der Akrosomenreaktion ohne das Ausmaß der Apoptoseinduktion zu beein-
flussen. 
 
Die vorstehend genannten Erkenntnisse wurden zur Evaluation verschiedener Ejakulat-
aufbereitungsprotokolle genutzt. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Kombination des 
modernen Verfahrens der immunomagnetische Zellseparation mit der etablierten Methode 
der Dichtegradientenzentrifugation dem einfachen Standard in Bezug auf die Anreicherung 
hochmotiler Spermien mit minimaler Apoptoseaktivität aus frischen wie auch aus kryokon-
servierten Ejakulaten deutlich überlegen war. Bedeutsam im Hinblick auf eine mögliche 
pratische Anwendung der immunomagnetischen Zellseparation erscheint der Befund, dass 
die durch das kombinierte Anreicherungsverfahren erhaltene Spermatozoensubpopulation im 
Hamsteroozytenpenetrationstest ein signifikant höheres Fertilisierungspotential zeigte. 
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1 Einleitung und Aufgabenstellung 
Der unerfüllte Kinderwunsch stellt in den Industrienationen ein zunehmendes sozioökonomi-
sches und medizinisches Problem dar. Die verfügbaren statistische Angaben zur Infertilität 
von Paaren belegen einen ursächlichen Beitrag des männlichen Partners in etwa 50% der 
Fälle bei einer Prävalenz von 5-15% und verdeutlichen die Relevanz der assistierten Repro-
duktion (ART) als verfügbare Therapieform (Braehler et al. 2001, Thonneau et al. 1991). 
Abhängig von der jeweiligen Ursache der Infertilität haben sich unterschiedliche Verfahren 
zur Behandlung etabliert. Hierzu gehören die intrauterine Insemination (IUI), die In-vitro-
Fertilisation (IVF) und die intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI). Eine solche The-
rapie bietet den betroffenen Paaren möglicherweise die einzige Möglichkeit zur Zeugung 
eines Kindes und stellt daher häufig nicht nur eine körperliche, sondern auch eine psychi-
sche Belastung dar. Im Falle der männlichen Infertilität hat die Partnerin die Hauptlast der 
Behandlung zu tragen. Während die benötigen Spermien vergleichsweise einfach aus einem 
Ejakulat oder einer Hodengewebeprobe extrahiert werden können, erfordert die Gewinnung 
von Eizellen und die Durchführung der IVF/ICSI eine wesentlich aufwändigere Behandlung. 
Nach hormoneller Stimulation und operativer Entnahme der Oozyten erfolgt deren künstliche 
Befruchtung und Einbringung in den Uterus. Bis zur erfolgreichen Implantation mit konsekuti-
ver Schwangerschaft und Geburt sind nicht selten mehrere Therapiezyklen notwendig 
(Deutsche Gesellschaft für Gynäkologie und Geburtshilfe et al. 2005, Society for Assisted 
Reproductive Technology und American Society for Reproductive Medicine 2004). 
Im Hinblick auf die ungenügenden Erfolgsquoten der ART scheint der Auswahl fertiler Sper-
mien bei kompromittierter männlicher Zeugungsfähigkeit ein hoher Stellenwert zuzukommen. 
Dennoch sind die molekularbiologischen Grundlagen der hierfür relevanten physiologischen 
Prozesse sowie die daraus ableitbaren Pathologien bislang nur unzulänglich verstanden. Ein 
solcher fertilitätsrelevanter Prozess ist die Kapazitation, in deren Verlauf Spermien durch 
eine Reihe struktureller und funktioneller Modifikationen das volle Fertilisierungspotential 
erlangen. Bereits die Selektion und Anreicherung fertiler Spermien aus Ejakulat stellt einen 
für den Erfolg der ART kritischen Aschritt dar, da etablierte Protokolle zumeist auf Surrogat-
parametern basieren, welche die Befruchtungsfähigkeit der isolierten Zellen bestenfalls indi-
rekt widerspiegeln. Ausgehend von dieser Sachlage, war es das Ziel der nachfolgend be-
schriebenen Experimente kapazitationsassoziierte Veränderungen humaner Spermatozoen 
sowie beteiligte Signaltransduktionswege zu analysieren. Darüber hinaus wurden im Rah-
men der vorliegenden Arbeit ein Standardverfahren zur Ejakulataufbereitung und ein um 
einen Affinitätsschritt ergänztes Protokoll hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur Anreicherung von 
Spermien mit verbesserter Fertilisationsfähigkeit vergleichend evaluiert. 
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2 Einführung in die Thematik und theoretische 
Grundlagen 
2.1 Funktionelle und strukturelle Charakteristika humaner 
Spermatozoen 
2.1.1 Funktionelle Morphologie humaner Spermatozoen 
Die Reproduktion ist ein zentrales Charakteristikum des Lebens. Bei der geschlechtlichen 
Fortpflanzung des Menschen verschmelzen normalerweise jeweils eine Eizelle und ein 
Spermium unter Kombination maternaler und paternaler Gene. Sowohl die Oozyten als auch 
die Spermatozoen besitzen jeweils einen haploiden Chromosomensatz. Voraussetzung für 
eine erfolgreiche Befruchtung ist jedoch, dass das während der Kohabitation im unteren 
weiblichen Genitaltrakt platzierte paternale Genmaterial zum Ort der Konzeption gelangt. Der 
Transport dahin wird durch die Eigenbeweglichkeit der Spermatozoen ermöglicht. Spermien 
sind strukturell und funktionell stark differenzierte Zellen (Abb. 2.1). Mit Hilfe ihres Schwan-
zes bewegen sie sich gezielt in Richtung Oozyte und können dort über einen exozytosever-
wandten Prozess lytische Enzyme aus dem apikal gelegenen Akrosom freisetzen (Akroso-
menreaktion, AR), die Zona pellucida passieren und anschließend die Eizelle penetrieren. 
  1: Plasmamembran 
  2: Äußere, akrosomale Membran 
  3: Akrosom 
  4: Innere, akrosomale Membran 
  5: Kern 
  6: Proximales Zentriol 
  7: Reste des distalen Zentriols 
  8: Dichte, äußere Längsfasern 
  9: Mitochondrium 
10: Axonema 
11: Anulus 
12: Ringfasern 
13: Periphere Doppeltubuli 
14: Zentrale Einzeltubuli 
Das Spermium wird in 5 Teile 
untergliedert: Zuerst der Kopf-
bereich mit dem Akrosom (3) und 
Kern (5), gefolgt von dem Hals-
stück und dem die Mitochondrien 
(9) enthaltenden Mittelstück. Der 
distal des Anulus (11) liegende 
Abschnitt mit Ringfasern (12) wird 
als Hauptstück bezeichnet. Zu-
letzt folgt das Endstück ohne 
Ringfasern. 
  A: Querschnitt des Mittelstücks 
  B: Querschnitt des Hauptstücks 
 
 
Abb. 2.1 Aufbau eines Spermatozoons. Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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Frisch ejakulierte Spermien sind morphologisch zwar ausdifferenziert, erlangen aber erst 
nach einer Reihe von zusätzlichen „Reifungsschritten“ ihr volles Fertilisierungspotential. 
Wichtige Voraussetzungen hierfür sind die als Hyperaktivierung (HA, Kap. 2.1.2.1) bezeich-
nete Steigerung der Spermienmotilität, die unter dem Begriff der Kapazitation zusammenge-
fassten Modifikationen (Kap. 2.1.2) sowie die zeitlich exakte Induktion der Akrosomen-
reaktion (Kap. 2.1.2.2). Alle diese Prozesse sind für eine erfolgreiche Befruchtung notwen-
dig, können aber – zumindest teilweise – auch unabhängig voneinander stattfinden (Marquez 
und Suarez 2004, Olds-Clarke 1989).  
 
2.1.2 Kapazitation und Akrosomenreaktion 
Die in einem frischen Ejakulat vorhanden Spermatozoen stellen morphologisch ausdifferen-
zierte Zellen dar, denen jedoch die Fähigkeit zur Befruchtung einer Eizelle auf natürlichem 
Wege noch fehlt. Post ejaculationem wurden Veränderungen beobachtet, welche die Vo-
raussetzung für die Erlangung des Fertilisierungsvermögens sind und in ihrer Gesamtheit als 
Kapazitation bezeichnet werden (Austin 1951, Chang 1951). Die kapazitativen Veränderun-
gen finden sowohl im Kopfbereich als auch am Flagellum statt, betreffen Membranen (z.B. 
Erhöhung der Fluidität), Enzyme (z.B. Aktivitätsänderungen) und intrazelluläre Bestandteile 
(z.B. Formierung von F-Aktin). Neben der kontrollierten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies 
und der Destabilisierung von Plasmamembranen durch den Efflux von Cholesterol lässt sich 
die Phosphorylierung zahlreicher Proteine an Serin-, Threonin- und Tyrosinresten und ein 
Anstieg der intrazellulären Calcium- und Bicarbonatkonzentration nachweisen (Harrisson 
1996, Salicioni et al. 2007). Desweiteren kommt es zu einer Steigerung der Spermienmotilität 
und einer Veränderung des Bewegungsmusters. Dieser kapazitationsassoziierte Prozess 
wird als Hyperaktivierung bezeichnet und erscheint essentiell für die erfolgreiche Penetration 
der die Oozyte umgebenden Strukturen, wie z.B. die Zona pellucida (Kap. 2.1.2.2). 
In vivo erfolgt die Kapazitation physiologischerweise im weiblichen Genitaltrakt (Mortimer 
1997) und wird dort regional durch eine Vielzahl lokaler Faktoren beeinflusst (De Jonge 
2005). Durch Inkubation von Spermien in speziellen Medien ist die Kapazitation auch in vitro 
induzierbar. Diese Medien enthalten zumeist humanes oder bovines Serumalbumin als Ei-
weißquellen, die den kapazitativen Cholesterolefflux unterstützen und somit die notwendige 
Membrandestabilisierung forcieren. Alternativ können auch andere cholesterolbindende Pro-
teine verwendet werden (Visconti et al. 2002). Weiterhin werden Energieträger wie Glukose 
benötigt, um den gesteigerten kapazitativen Energiebedarf (z.B. durch hyperaktivierte Motili-
tät) zu decken (Williams und Ford 2001). Calciumionen sind aufgrund ihrer gesicherten 
Funktion als Second Messenger in den Kapazitationsmedien enthalten (Fraser 1995). Neben 
Calciumionen ist auch Hydrogencarbonat für die intrazelluläre Signaltransduktion von großer 
Bedeutung (Kap. 2.1.2.1) und wird deshalb ebenfalls zugesetzt.  
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Zusätzlich zu den bisher genannten biochemischen Ereignissen ist die Akrosomenreaktion 
(Kap. 2.1.2.2) eine unabdingbare Voraussetzung für die Fertilisation. Als Akrosomenreaktion 
wird ein exozytoseähnlicher Vorgang bezeichnet, der die Freisetzung lytischer Enzyme aus 
dem Akrosom des Spermiums zur Penetration der oozytären Zona pellucida umfasst. Dabei 
ist eine zeitliche exakte Induktion der Akrosomenreaktion notwendig, da nur so gewährleistet 
wird, dass ein Spermatozoon eine Eizelle penetrieren kann (Chang 1984). Im Gegensatz zur 
Kapazitation, die einen reversiblen und über Stunden andauernden Prozess darstellt, zeigt 
sich die Akrosomenreaktion als schnell ablaufend und irreversibel. 
 
2.1.2.1 Motilität und Hyperaktivierung 
Physiologischerweise können bei Spermien zwei verschiedene Bewegungsmuster unter-
schieden werden. Die normal-aktivierte Motilität frisch ejakulierter Zellen, die durch eine 
symmetrische, wellenartige Schwanzbewegung mit niedriger Amplitude charakterisiert ist, 
zeichnet sich durch eine relativ geradlinige Bewegung in niedrig-viskösen Medien wie 
Seminalplasma aus. Untersucht man Spermatozoen, die sich bereits einige Zeit im oberen 
weiblichen Reproduktionstrakt befanden, so beobachtet man eine Veränderung dieses Be-
wegungsmusters: Der Schwanz schlägt asymmetrisch und weiter aus. Man spricht von Hy-
peraktivierung (Katz und Yanagimachi 1981, Katz et al. 1978). In niedrigviskösen Medien 
bewegen sich hyperaktivierte Spermien auf „8“-förmigen oder auf Kreisbahnen, während die 
Bewegung in höherer Viskosität, wie z.B. im Ovidukt, zunehmend geradliniger wird (Turner 
2006, Yanagimachi 1994). Es wird angenommen, dass die Hyperaktivierung den Spermien 
erlaubt, sich vom Epithel des Ovidukts zu lösen, um sich weiter in Richtung Oozyte zu bewe-
gen. Diese Ansicht wird durch die Beobachtung unterstützt, daß sich normal-aktivierte Zellen 
in einem viskösen Milieu nicht effizient fortbewegen (Peedicayil et al. 1997). Zusätzlich 
scheint die Hyperaktivierung zur erfolgreichen Oozytenpenetration beizutragen (Ho und 
Suarez 2001, Stauss et al. 1995). 
Die für die Schwanzbewegung verantwortlichen Proteine bilden den Achsenfaden, das 
Axonema, zu dessen grundlegenden Bestandteilen α- und β-Tubulin sowie Dynein gehören. 
Durch Aktivierung der Dynein-ATPase kommt es zu Verschiebebewegungen benachbarter 
Doppeltubuli, die eine Krümmung des Schwanzes und somit die Fortbewegung der Zelle 
bewirken (Gibbons und Rowe 1965, Tash und Means 1982). Die Versorgung eines Sper-
miums mit Energie erfolgt über die im Mittelstück lokalisierten Mitochondrien. Mathematische 
Simulationen lassen jedoch vermuten, dass im Mittelstück mitochondrial synthetisiertes ATP 
nicht in ausreichendem Maß in den Schwanz diffundieren kann, um dort eine adäquate 
Energieversorgung zu gewährleisten (Du et al. 1994). Vielmehr haben Untersuchungen ge-
zeigt, dass zusätzlich Glykolyse im Bereich des Hauptstückes stattfindet und die dafür benö-
tigten Enzyme wie Hexokinase, Laktatdehydrogenase und Glycerolaldehyd-3-phosphat-
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Dehydrogenase dort lokalisiert sind (Turner 2006). Für eine erfolgreiche Hyperaktivierung 
scheint die glykolytische ATP-Produktion essentiell zu sein (Hoshi et al. 1991, Urner und 
Sakkas 1996), wohingegen eine Hemmung der oxidativen Phosphorylierung die Fertilisation 
nicht inhibiert (Fraser und Quinn 1981).  
Die Motilitätsregulation ist komplex und bis heute nicht vollständig verstanden (Abb. 2.2). Zu 
den beteiligten Botenstoffen gehören u.a. Calciumionen (Ca2+) in unterschiedlichen Konzent-
rationen. Neben der Aufnahme von extrazellulärem Calcium über transmembranöse Ionen-
kanäle (Suarez et al. 1993) 
wird auch eine Freisetzung 
aus intrazellulären Speichern 
diskutiert. Als ein solcher 
Speicher wurde die Redun-
dant nuclear envelope ge-
nannte Struktur im Anfangs-
bereich des Schwanzes disku-
tiert (Ho und Suarez 2003). 
Das intrazelluläre Calcium 
kann die Spermienmotilität 
über verschiedene Signalwe-
ge modulieren. Einerseits 
scheint es nach Bindung an 
Calmodulin (CaM) CaM-ab-
hängige Kinasen (CaMK) zu 
aktivieren, die an der Motilitätsregulation beteiligt sind (Marin-Briggiler et al. 2005). Anderer-
seits reguliert Calcium, zusammen mit Bicarbonat (HCO3
-), die Aktivität der spermienspezi-
fischen, löslichen Adenylatzyklase (sAC) deren Second Messenger 3‘,5‘-cAMP die Protein-
kinase A (PKA) aktiviert. Zu den von dieser Serin-/Threonin-Kinase phosphorylierten Targets 
gehört z.B. das axonemale Protein Dynein. Weiterhin wird angenommen, dass Tyrosin-
Kinasen (TyrK) zu den durch PKA aktivierten Enzymen gehören, da eine einsetzende Motili-
tät mit einer zunehmenden Protein-Tyrosin-Phosphorylierung assoziiert ist. Das Ausmaß der 
Serin-/Threonin- und Tyrosin-Phosphorylierung wird durch Phosphoproteinphosphatasen 
reduziert und die PKA- und TyrK-Aktivität somit antagonisiert. Weiterhin kann cAMP über 
Zyklonukleotid-regulierte Ca2+-Kanäle, die auch von cGMP angesprochen werden, oder über 
Kationenkanäle wie CatSper1 den Einstrom von Ca2+-Ionen in das Spermium beeinflussen 
(Turner 2006). 
Da Spermien hochspezialisierte Zellen sind, verfügen sie über eine entsprechend komplexe 
zelluläre Architektur. Eine Vielzahl von Strukturproteinen und Enzymen muss synthetisiert 
intrazelluläre
Speicher
Ca
Ca HCO3
-
HCO3
-
sACCaM
CaMK
Motilität
+ ++
Tyr-
Phosphatase
Ser/Thr-
Phosphatase
ATP cAMP AKAPPKA
TyrK
Motilität
+
-
-
Transmembran-
kanäle
Ionenkanäle,
G-Proteine
 
Abb. 2.2 Möglichkeiten der Motilitätsregulation in Spermien (Erläuterung 
& Abkürzungen siehe Text). Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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und in der Zelle selektiv verteilt werden, um lokal ihre spezifischen physiologischen Funk-
tionen erfüllen zu können. Schätzungen gehen davon aus, dass das Proteom humaner 
Spermatozoen ca. 3.000 verschiedene Proteine umfassen könnte (Li et al. 2007, Martinez-
Heredia et al. 2008). Diese Zahl wurde durch Resultate der Kombination einer speziellen 
elektrophoretischen Technik mit einer massenspektrometischen Proteinidentifizierung unter-
stützt (Kriegel et al. 2009, Paasch et al. 2011). In Bezug auf die Motilität müssen regulieren-
de Faktoren v.a. im Bereich des Schwanzes wirken. Diese Funktion wird u.a. durch A Kinase 
Anchoring Proteins (AKAP) realisiert, deren Aufgabe es ist, die PKA in einzelnen Zellkompar-
timenten wie z.B. dem Schwanz zu verankern und die Einwirkung der Kinase auf motilitäts-
assoziierte Targets zu limitieren. Vertreter der AKAP-Familie werden im Rahmen der Kapa-
zitation an Tyrosin- und Serinresten phosphoryliert und auf diese Weise funktionell reguliert 
(Turner 2006). 
 
2.1.2.2 Akrosomenreaktion 
Nachdem Spermien den Kapazitationsprozess durchlaufen haben und zur Eizelle gelangt 
sind, müssen sie die perioozytäre Zona pellucida durchdringen. Dafür muß zum richtigen 
Zeitpunkt die Akrosomenreaktion stattfinden. Im Rahmen dieses Prozesses werden Enzyme 
aus dem als Akrosom bezeichneten Kompartiment des Spermienkopfes freigesetzt, die in 
der Lage sind, die Zona pellucida der Eizelle zu lysieren. Da es sich bei der AR im Gegen-
satz zur Kapazitation, um einen sehr schnellen und irreversiblen Vorgang handelt, ist eine 
genau abgestimmte Regulation erforderlich (Abb. 2.3, S.7). Zu den wichtigsten physiolo-
gischen Induktoren der AR gehören das Zona-pellucida-Glykoprotein ZP3 sowie das Proge-
steron in der Follikelflüssigkeit (Blackmore et al. 1990, Thomas und Meizel 1989, Ward und 
Kopf 1993). Man geht davon aus, dass ZP3 an einen Rezeptor (R) der Spermienmembran 
bindet, dort Gi-Protein-vermittelt Phospholipase Cβ1 (PLCβ1) aktiviert und eine Aktivitätsstei-
gerung der Adenylatzyklase (AC) mit konsekutiver cAMP-Bildung bewirkt. Die dadurch be-
dingte Aktivierung der Proteinkinase A (PKA) führt zur Öffnung eines Calciumkanals in der 
äußeren Akrosomenmembran und zu einem ersten Anstieg (1) der zytoplasmatischen Cal-
ciumkonzentration (Ca) im Bereich zwischen Akrosom und Spermienmembran (Breitbart und 
Spungin 1997). Das nun vermehrt verfügbare Calcium stimuliert Phospholipase Cγ (PLCγ), 
deren Aktivität zusätzlich durch Bindung von ZP3 an einen membranständigen Rezeptor mit 
Tyrosinkinase-Funktion (TK) modifiziert wird. Beide PLC-Isoformen spalten in der Spermien-
membran vorhandenes Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) in Inositoltrisphosphat (IP3) 
und Diacylglyerin (DAG). Dabei handelt es sich um ein noch frühes Ereignis der AR-Signal-
kaskade (Roldan und Harrison 1989, Thomas und Meizel 1989). DAG wiederum löst eine 
zusätzliche Steigerung (2) der Calciumkonzentration durch PKC-vermittelte Öffnung eines 
Calciumkanals der Spermienmembran aus. Das ebenfalls durch PLCγ gebildete IP3 vermittelt 
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die weitere Freisetzung (3) von akrosomalem Calcium (O'Toole et al. 2000, Walensky und 
Snyder 1995). Die so erzeugten Calciumkonzentrationen bewirken den Abbau des Aktin-
gerüsts zwischen Akrosom und Spermienmembran mit anschließender Membranfusion und 
Freisetzung der akrosomalen Lyseenzyme (Breitbart et al. 2005, Brener et al. 2003, Liu et al. 
1999, Spungin et al. 1995).  
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membran
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Abb. 2.3 Signaltransduktion der Akrosomenreaktion in Spermien (Erläuterung & Abkürzungen siehe Text). Quelle 
siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
 
2.1.2.3 Calcium-Calmodulin-System 
Ein zentraler Bestandteil der Signaltransduktion humaner und anderer eukaryonter Zellen ist 
Calcium. Intrazellulär wird seine Wirkung zum Großteil über verschiedene calciumbindende 
Proteine vermittelt. Eines dieser calciumbindenden Proteine ist das ubiquitär vorkommende 
Calmodulin (Abb. 2.4, S.8), das als intrazellulärer Calciumsensor fungiert (Means et al. 
1982). Die Bindung der Calciumionen induziert dabei eine umfangreiche Konformations-
änderung des Calmodulins. Der entstandene Calcium/Calmodulin-Komplex ist in der Lage, 
die Aktivität einer Vielzahl von Enzymen zu regulieren. Dazu gehören die Familien I-IV der 
Ca2+/CaM-abhängigen Kinasen (CaMK), die Myosinleichtkettenkinase (MLCK) und die Phos-
phorylasekinase. 
 8 
In Spermatozoen konnte Calmodulin sowohl im Flagellum als auch akrosomal und post-
akrosomal im Kopfbereich nachgewiesen 
werden (Bendahmane et al. 2001, Kann et 
al. 1991, Schlingmann et al. 2007). Das fla-
gelläre CaM ist bei Säugern zum Teil an 
das Zytoskelett gebunden und daher unlös-
lich (Schlingmann et al. 2007). Die Signal-
transduktion mittels CaM erfolgt durch die 
Aktivierung der CaM-abhängigen Adenylat-
zyklase mit konsekutiver cAMP-Bildung, 
PKA-Stimulation und Tyrosin-Phosphory-
lierung (Carrera et al. 1996). Experimentell 
konnte eine Beteiligung des Ca2+/CaM-
Systems an der Regulation der Akroso-
menreaktion gezeigt werden: Nach Zugabe 
von CaM-Antagonisten zu Kapazitationsmedien wurde eine deutliche Einschränkung der 
Akrosomenreaktion beobachtet. Diese Inhibition konnte durch Applikation von „frischem“ 
CaM aufgehoben werden (Bendahmane et al. 2001). Auch für die Spermienmotilität kann 
eine regulatorische Rolle des Ca2+/CaM-Systems angenommen werden. So führte die Anta-
gonisierung von CaM zu einem Motilitätsverlust, der jedoch durch eine direkte Aktivierung 
der PKA aufgehoben werden konnte. Darüber hinaus wurde CaM-Kinase IIb in unmittelbarer 
Nähe zu flagellar lokalisiertem CaM dargestellt (Schlingmann et al. 2007), was auf eine ent-
sprechende Signaltransduktion schließen lässt.  
 
2.2 Apoptose 
Die Begriffe Apoptose oder „programmierter Zelltod“ bezeichnen einen energieabhängigen, 
physiologischen Prozess, in dessen Verlauf einzelne Zellen kontrolliert eliminiert werden. Es 
handelt sich dabei um einen genetisch vorprogrammierten, stark regulierten und im morpho-
logischen Erscheinungsbild uniformen Suizid von Zellen. Hierin unterscheidet sich die 
Apoptose von einer anderen Form des Zelltodes, der Nekrose, bei der infolge einer unge-
ordneten Zersetzung geschädigter Zellen auch die Umgebung, z.B. durch konsekutive, loka-
le Entzündungsreaktionen in Mitleidenschaft gezogen wird. 
Die Apoptose ist von hoher Relevanz für komplexe, multizelluläre Organismen, da durch 
apoptotische Vorgänge defekte, alte oder überschüssige Zellen aus einem Gewebsverband 
selektiv entfernt werden können. Hiermit trägt diese Form des Zelltodes zur erfolgreichen Dif-
ferenzierung von Geweben und Organen bei, beeinflusst als Gegenspieler zur mitotischen 
Vermehrung das Wachstum von Organismen und limitiert die Bildung dysfunktioneller Zellen 
 
Abb. 2.4 Räumliche Struktur von Calmodulin. Quelle 
siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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mit pathogenetischem Potential. Wird der kontrollierte Zelltod im Sinne einer Unter- oder 
Überfunktion der Apoptosemaschinerie funktionell kompromittiert, so können sich Malig-
nome, Fehlbildungen oder andere Krankheiten ausprägen. 
Ausgelöst wird die Apoptose durch eine Reihe von physiologischen und pathologischen Sti-
muli, die eine zelluläre Reaktionskaskade initiieren, welche in der Elimination der Zelle kul-
miniert. Von zentraler Bedeutung für die apoptotische Signaltransduktion und Umsetzung 
des Suizids auf molekularer Ebene sind spezifische, proteolytisch wirksame Enzyme, die 
Peptidbindungen C-terminal der Aminosäure Aspartat spalten und als Caspasen bezeichnet 
werden. 
 
2.2.1 Morphologische und biochemische Charakteristika der Apoptose 
Die Apoptose zeichnet sich durch ein stereotypes Erscheinungsbild aus. Initial beobachtet 
man eine Verminderung des Zellvolumens, einhergehend mit der Kondensierung des Chro-
matins im Kern, der Bildung von Zytoplasmavakuolen sowie der Protrusion der Zellmembran. 
Es schließt sich die Fragmentierung des Zellkerns und die Bildung von membranumhüllten 
„apoptotic bodies“ aus den zuvor gebildeten Kernfragmenten an (Wyllie et al. 1980). Diese 
Apoptosekörperchen werden durch Abschnürung der Zellmembran freigesetzt und können 
von Nachbarzellen phagozytiert werden (Reed 2000). Die enthaltenen Zellbausteine können 
vom Organismus somit weiter genutzt werden. Im Gegensatz zur Nekrose bleiben die Zellor-
ganellen noch lange funktionsfähig und aktiv, um die apoptotische Zelle mit Energie zu ver-
sorgen. 
 
 
 
Abb. 2.5 Zeitliche Abfolge apoptosebedingter Alterationen der zellulären Struktur. Quelle siehe Abb.-Verzeichnis 
S. A 
 
Die beschriebenen morphologischen Veränderungen sind durch typische Veränderungen auf 
molekularer Ebene bedingt (Abb. 2.5): Nach Apoptoseinduktion bricht das transmembranöse 
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mitochondriale Potential (TMP) zusammen, Cytochrom c (Cytc) wird in das Zytosol freige-
setzt, reaktive Sauerstoffspezies werden gebildet, der intrazelluläre pH-Wert fällt ab und 
Phosphatidylserin (PS) wird externalisiert (Ricci et al. 2003). Die durch Cytochrom c sowie 
durch Membranrezeptoren aktivierten Caspasen proteolysieren selektiv zelluläre Struktur- 
und Funktionsproteine. Die Aktivierung calciumabhängiger Endonukleasen führt zu einer 
Chromatinfragmentierung, die mit der Bildung der oben erwähnten Apoptosekörperchen ein-
hergeht. Die Folge dieser Reaktionskaskade ist eine systematische Lyse der Zelle. Das ex-
ternalisierte Phosphatidylserin wirkt als Phagozytosesignal für Makrophagen und Nachbar-
zellen (Savill 1996).  
 
2.2.2 Signaltransduktion und Regulation der Apoptose 
Da die Apoptose eine zentrale Bedeutung für die Entwicklung und Erhaltung des Gesamt-
organismus besitzt, existiert ein äußerst komplexer und stark regulierter Apoptoseapparat, 
der aus einer Vielzahl molekularer Komponenten besteht. Dieser Apparat kann über endo-
gene oder exogene Stimuli aktiviert werden und führt über verschiedene Signalpfade zur 
Elimination der betroffenen Zelle. Zentrale Komponenten der Apoptosemaschinerie sind die 
Caspasen, die in Form einer Reaktionskaskade „Todessignale“ übertragen und umsetzen, 
sowie deren Regulatoren. 
 
2.2.2.1 Caspasen 
Bei den am Apoptosegeschehen beteiligten Caspasen handelt es sich um Proteasen, die 
sich durch einen Cysteinrest im aktiven Zentrum auszeichnen und ihre Substrate nach einem 
Aspartatrest hydrolysieren. Das Akronym „Caspase“ steht für Cysteinyl Aspartate-Specific 
ProteASE. Sie wurden zusammen mit anderen apoptoserelevanten Proteinen als humane 
Analoga der in Caenorhabditis elegans vorkommenden Genprodukte CED-3, CED-4 und 
CED-9 entdeckt (Cain et al. 1999, Nicholson 1999, Thornberry und Lazebnik 1998). Bis heu-
te wurden 14 humane Caspasen beschrieben. Diese Enzyme kommen überwiegend im Zy-
toplasma vor, sind aber auch mitochondrial (CP-2, CP-3, CP-9), im Zellkern, an der Kern-
membran und am Golgi-Apparat (CP-12) lokalisiert (Bratton und Cohen 2001, Cohen 1997, 
Nicholson 1999). 
Die initial als weitgehend inaktive Zymogene bzw. Procaspasen (pCP) vorliegenden Enzyme 
bestehen aus einer Prodomäne sowie einer großen und einer kleinen Untereinheit. Nach 
Entfernung der Prodomäne und Trennung der Untereinheiten voneinander, bilden sich zu-
nächst Heterodimere, die mit anderen Heterodimeren zu einem Heterotetramer assoziieren. 
Die Tetramere entsprechen den aktivierten Caspasen (aCP) und enthalten zwei getrennte 
katalytische Zentren (Said et al. 2004, Thornberry und Lazebnik 1998). 
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Aufgrund ihrer funktionellen Eigenschaften können drei verschiedene Caspasegruppen diffe-
renziert werden (Tab. 2.1): Initiatorcaspasen, Effektorcaspasen und zytokinprozessierende 
Caspasen (Nicholson und Thornberry 1997, Said et al. 2004). Während die Proteasen der 
Initiatorgruppe unmittelbar nach Apoptoseinduktion durch entsprechende Todessignale akti-
viert werden und die ihnen nachgeordneten Caspasen der Effektorgruppe aktivieren, sind die 
Effektorcaspasen für die Exekution der Apoptose durch gezielte Proteolyse zellulärer Protei-
ne verantwortlich. Die Bedeutung der zytokinprozessierenden Caspasen liegt hingegen im 
Bereich inflammatorischer Prozesse. 
 
Tab. 2.1 Caspase-Familien: Mitglieder und strukturelle Charakteristika der Pro-Domänen. 
Gruppe Mitglieder Strukturelle Charakteristika 
Initiatorcaspasen CP-2, -8, -9, -10 Lange Prodomäne mit Adaptersequenzen:     
CARD (CP-2, CP-9) oder DED (CP-8, CP-10) 
Effektorcaspasen CP-3, -6, -7 Kurze Prodomäne ohne Adaptersequenzen 
Zytokinprozessierende 
Caspasen 
CP-1, -4, -5, -11 bis -14 Lange Prodomäne mit Adaptersequenz: CARD 
 
Die funktionellen Unterschiede der einzelnen Caspasegruppen sind bedingt durch den Auf-
bau der jeweiligen Prodomänen. Im Gegensatz zu den Effektorcaspasen enthalten die lan-
gen Prodomänen der Inititatorcaspasen spezielle Aminosäuresequenzen (DED: Death 
Effector Domain; CARD: Caspase Recruitment Domain) zur spezifischen Interaktion mit so-
genannten Adapterproteinen (Tab. 2.2, S.13). Letztere besitzen homologe DED- oder CARD-
Sequenzen zur Bindung an Initiatorprocaspasen. Durch die Assoziation mit den Adapterpro-
teinen werden die Initiatorcaspasen in räumliche Nähe zu einander gebracht und können 
sich dann gegenseitig durch sogenannte Transkatalyse aktivieren. Effektorcaspasen sind 
jedoch auf eine Fremdaktivierung durch Initiatorcaspasen angewiesen und befinden sich 
daher in einer nachgeordneten Position in der Signalübertragungskaskade (Nicholson und 
Thornberry 1997, Rupinder et al. 2007, Said et al. 2004). 
Wichtige Initiatorcaspasen sind CP-8 und CP-10 im Rahmen der rezeptorvermittelten 
Apoptose und CP-9 im mitochondrialen Apoptosesignalweg. Über beide Signalpfade wird die 
zentrale Effektorcaspase-3 aktiviert (Said et al. 2004). 
 
2.2.2.2 Signalwege der Apoptose 
Eine Vielzahl von Ursachen (Wachstum und Differenzierung, DNA-Schäden, Zellalterung, 
maligne Entartung) kann es notwendig machen, Zellen aus ihrem Gewebeverband zu entfer-
nen. Damit eine adäquate, differenzierte Reaktion auf diese Szenarien gewährleistet werden 
kann, verfügt die Zelle über verschiedene molekulare Mechanismen der Apoptoseinduktion. 
So werden extrinsische Signale über membranständige Rezeptoren aufgenommen (Typ-I-
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Signalweg, Kap. 2.2.2.3), während intrinsische Stimuli über den mitochondrialen Weg (Typ-
II-Signalweg, Kap. 2.2.2.4) vermittelt werden. Beide Signalpfade münden jedoch durch Akti-
vierung von CP-3 in eine gemeinsame Endstrecke (Kap. 2.2.2.5). 
 
2.2.2.3 Rezeptorvermittelte Apoptose (Typ-I-Signalweg) 
Auf dem Typ-I-Signalweg werden extrinsische Apoptosestimuli durch membranständige To-
desrezeptoren erkannt, die durch die Bildung caspaseaktivierender Enzymkomplexe eine 
zum Zelltod führende Reaktionskaskade initiieren (Schulze-Osthoff et al. 1998). 
Typische Todessignale sind Tumor Necrosis Factor α (TNFα), Fas-Ligand (FasL) oder TNF-
Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL). Diese Signalmoleküle binden an Mitglieder der 
TNF-Rezeptor-Familie wie TNFα-Rezeptor (TNF-R1), Fas oder Death Receptors (DR3, DR4, 
DR5, DR6) und lösen dadurch eine Trimerisierung dieser Transmembranrezeptoren aus 
(Abb. 2.6, 1-3) (Schulze-Osthoff et al. 1998). 
Auf der zytoplasmatischen Seite besitzen die Todesrezeptoren eine als Death Domain (DD) 
bezeichnete Domäne zum Ankoppeln spezieller Adaptermoleküle. Diese molekularen Adap-
toren sind ebenfalls mit einer solchen Domäne zur Ausbildung homophiler Death-Domain-
Interaktionen ausgestattet (Abb. 2.6, 3-4). Zusätzlich verfügen sie über die in den Prodomä-
nen der Procaspasen vorhanden DED- bzw. CARD-Sequenzen, welche die Rekrutierung der 
Procaspasen-8 und -10 erlauben (Abb. 2.6, 4-5) (Rupinder et al. 2007, Schulze-Osthoff et al. 
1998). 
 
1, 2: Bindung eines Liganden an den 
transmembranösen Todesrezeptor 
3: Trimerisierung des Todesrezeptors 
und Rekrutierung von Adapterproteinen 
via in beiden Proteinen vorhandenen 
Death Domains (hellgrün) 
4: Rekrutierung von Procaspasen 
(pCP, dunkelblau) 
5: Anlagerung von Procaspasen an 
Adapterproteine über DED- oder 
CARD-Motive (türkis), Ausbildung des 
Death Inducing Signaling Complex und 
transkatalytische Aktivierung der Pro-
caspasen (aCP, hellblau) 
 
1 2 3 4 5
Adapter
pCP aCP
Rezeptor
 
Abb. 2.6 Prinzipieller Ablauf der rezeptorvermittelten Caspasenaktivierung. Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
 
Die Gesamtstruktur aus Ligand, Rezeptor, Adapterproteinen und Procaspasen wird als 
Death Inducing Signaling Complex (DISC) bezeichnet. Anhand des DISC-Aufbaus können 
zwei Rezeptorgruppen unterschieden werden (Tab. 2.2, S.13) (Denecker et al. 2001). Im 
DISC werden die in räumliche Nähe zueinander gebrachten Procaspasen durch Transkata-
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lyse aktiviert (Abb. 2.6, 5). Es folgt die konsekutive Aktivierung der nachgeordneten Effektor-
caspasen (Rupinder et al. 2007). 
 
Tab. 2.2 Zusammensetzung des Death Inducing Signaling Complex (DISC, ohne Procaspasen-8 und -10). 
Gruppe Ligand Rezeptor Rekrutierte Adapterproteine 
1 FasL Fas FADD (Fas-associated protein with death domain) 
 TRAIL DR4 (=TRAIL-R1) FADD (Fas-associated protein with death domain) 
 TRAIL DR5 (=TRAIL-R2) FADD (Fas-associated protein with death domain) 
2 TNFα TNF-R1 TRADD (TNF-R1-associated protein with death domain) 
TRAF-2 / -5 (TNR-R-associated factor 2 / 5) 
RIP-1 (Receptor interacting protein 1) 
FADD (Fas-associated protein with death domain) 
 
2.2.2.4 Mitochondriale Apoptose (Typ-II-Signalweg) 
Zusätzlich zur extrinsischen Caspasenaktivierung besteht die Möglichkeit der rezeptorunab-
hängigen Apoptoseinduktion. Dabei spielen die Mitochondrien eine zentrale Rolle. Nach Ein-
wirkung entsprechender proapoptotischer Stimuli findet eine Permeabilisierung der mito-
chondrialen Membran statt, die zur Freisetzung von Cytochrom c in das Zytoplasma und zum 
Zusammenbruch des transmembranösen mitochondrialen Potentials führt (Abb. 2.7, 1-2).  
 
Anschließend formiert sich, analog zum Typ-I-Signalweg, ein caspaseaktivierender Enzym-
komplex, das Apoptosom. Dieses entsteht durch die Anlagerung von Apoptotic Protease 
Activating Factor 1 (Apaf-1) an Cytochrom c. Zusätzlich bindet Apaf-1 über eine Nukleotid-
1: Ein eintreffendes Apoptose-
signal (gelber Pfeil) führt zur Per-
meabilisierung der mitochondrialen 
Membran 
2: Freisetzung von Cytc (roter 
Stern) in das Zytosol und Aus-
bildung des Apoptosoms durch 
Assoziation von Apaf-1 mit dATP 
(grünes Viereck) und Cytc über 
spezielle Bindungsdomänen im 
Apaf-1-Molekül (Farbe des Ovals 
entspricht der Farbe des dort bin-
denden Proteins) 
3: Rekrutierung von Procaspase-9 
(pCP) an das Apoptosom über 
CARD-Domänen 
4: Transkatalytische Aktivierung 
von pCP-9 zur tetrameren, aktiven 
Caspaseform (aCP, hellblau) 
 
 
1 
2 3 
4 
pCP 
aCP 
Mitochondrium 
 
Abb. 2.7 Prinzipieller Ablauf der mitochondrialen Caspasenaktivierung. Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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bindungsdomäne 2‘-Desoxy-ATP (dATP) (Abb. 2.7, 2). Cytochrom c und dATP bewirken 
vermutlich eine Konformationsänderung, die zur Homooligomerisierung von Apaf-1 führt. Die 
Rekrutierung und Aktivierung von pCP-9 erfolgt über die in der Prodomäne und in Apaf-1 
vorhandenen CARD-Sequenzen und durch anschließende Transkatalyse (Abb. 2.7, 3-4) 
(Rupinder et al. 2007). Auch auf dem mitochondrialen Signalweg löst die Caspasenakti-
vierung einen geordneten Untergang der betroffenen Zelle aus (Budihardjo et al. 1999). 
 
2.2.2.5 Gemeinsame Endstrecke der Apoptose-Signalpfade 
Die Umsetzung des Apoptosebefehls erfolgt unabhängig vom auslösenden Todessignal auf 
einer für beide Signalwege gemeinsamen Endstrecke. Initiatorcaspasen aktivieren die 
downstream gelegenen Effektorcaspasen-3, -6 und -7, die eine Vielzahl zellulärer Targets 
(Tab. 2.3) spalten und/oder durch limitierte Proteolyse funktionell modifizieren (Earnshaw et 
al. 1999, Said et al. 2004). Aktivierte Endonukleasen fragmentieren nukleäre DNA, während 
zeitgleich Reparaturenzyme wie die Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase durch Caspasen inakti-
viert werden (Uchida et al. 2001). Zusätzlich wird die Funktion antiapoptotischer Proteine wie 
Bcl-2 oder Bcl-XL durch Proteolyse oder inaktivierende Komplexierung mit proapoptotischen 
Partnern unterdrückt. Ebenso wird eine Vielzahl von Proteinkinasen modifziert. So wird bei-
spielsweise Proteinkinase B (PKB, Kap. 2.2.2.8) durch Caspasen inaktiviert, wohingegen be-
stimmte Proteinkinase-C-Isoformen (PKC, Kap. 2.2.2.7) permanent aktiviert werden. Die Ge-
samtheit der so hervorgerufenen Veränderungen von Enzymaktivitäten und Proteinstrukturen 
führt zu dem in Kap. 2.2.1 beschriebenen morphologisch uniformen Apoptoseablauf. 
 
2.2.2.6 Cross-Talk und Selbstverstärkung der apoptotischen Signalpfade  
Apoptose kann in Zellen durch jeden der oben beschrieben Signaltransduktionswege allein 
ausgelöst werden. Darüber hinaus existieren Verbindungen zur wechselseitigen Aktivierung 
der apoptotischen Signalpfade. So besteht über die auf dem Typ-I-Weg gebildete aCP-8 eine 
Querverbindung zum Typ-II-Pfad. Durch aCP-8 wird nämlich Bid, ein Mitglied der die mito-
Tab. 2.3 Ausgewählte Substrate von Caspasen. 
Gruppe Vertreter 
Zytoplasmatische Proteine Aktin, Gelsolin, β-Catenin 
Nukleäre Proteine Lamin A, Lamin B, Lamin-B-Rezeptor, Mdm2 
Proteine des DNA-Metabolismus PARP, DNA-Topoisomerase II 
Proteinkinasen PKB/Akt, PKCβ1, PKCδ, PKCθ 
Apoptoseassoziierte Proteine Procaspasen, Bcl-2, Bcl- XL, Bid, Bax 
Andere NF-κB, IκB 
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chondriale Apoptose regulierenden Bcl-2-Proteinfamilie, in seinen aktiven Zustand überführt. 
Das dabei entstehende „truncated Bid“ (tBid) bewirkt am Mitochondrium die Freisetzung von 
Cytochrom c mit konsekutiver Ausbildung des Apoptosoms. Dieser Cross-Talk scheint v.a. in 
Zellen mit verminderter DISC-Ausbildung und daher geringer CP-8-Aktivierung stattzufinden 
(Said et al. 2004). Zusätzlich wurde ein Feedback-Mechanismus beobachtet, der auf der 
Aktivierung von upstream gelegenen Caspasen durch downstream gelegene Elemente der 
Aktivierungskaskade beruht. So kann aCP-3 die Procaspase pCP-9 oder aCP-6 die Procas-
pasen pCP-3, pCP-8 und pCP-10 aktivieren. 
 
2.2.2.7 Apoptoseassoziierte Membranveränderungen 
Im Verlauf der Apoptose kommt es zu einer Veränderung der Lipidverteilung in der Zell-
membran. In der äußeren Schicht der Lipiddoppelmembran nicht-apoptotischer Zellen sind 
vermehrt Phosphatidylcholin und Sphingomyelin zu finden, während in der inneren Schicht 
Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin überwiegen. Demgegenüber sind apopto-
tische Zellen durch die Externalisierung von Phosphatidylserin charakterisiert, das als 
Phagozytosesignal für Nachbarzellen wirkt und v.a. Makrophagen stimuliert (Homburg et al. 
1995, Savill 1996). Das Vorhandensein von externalisiertem Phosphatidylserin kann als Dis-
kriminationsmerkmal für die Trennung apoptotischer und nicht-apoptotischer Zellen genutzt 
werden (Kap. 2.4.2). 
 
In vitalen Zellen wird die Membranasymmetrie von einer Reihe lipidtranslozierender Enzyme 
aufrechterhalten (Bevers et al. 1999). Die Aminophospholipidtranslokase ist für die Interna-
lisierung von Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin der äußeren Schicht zuständig 
(Abb. 2.8, 1). Die Flipase hingegen wirkt antagonistisch zur o.g. Translokase, weist allerdings 
eine niedrigere katalytische Aktivität und eine geringere Substratspezifität auf (Abb. 2.8, 2). 
 1: Internalisierung von Membran-
lipiden (rot) durch Aminophospho-
lipidtranslokase (A, dunkelblau) 
2: Antagonistische Wirkung der 
Flipase (F, grün) 
3: Bidirektionaler Lipidtransport 
durch die Scramblase (S, orange) 
4: Aktivierte Caspase-3 (aCP-3, 
hellblau) aktiviert Proteinkinase C 
(PKC, hellbraun) durch Entfernung 
einer regulatorischen Domäne 
(dunkelbraun). PKCδ phosphory-
liert Scramblase (S) und steigert 
deren Aktivität (pS, dicke Pfeile). 
5: Durch Cytochrom c (roter Stern) 
oxidiertes Phosphatidylserin (rosa) 
inhibiert die Aminophospholipid-
translokase. 
 
 
Abb. 2.8 Funktion und Regulation lipidtransportierender Enzyme der Zellmembran. Quelle siehe Abb.-Verzeichnis 
S. A 
1 2 3 
4 
5 
4 
4 
aCP - 3 
PKCδ 
A F S pS 
 16 
Ein drittes Enzym, die Scramblase, ist für einen aktiven Austausch von Membranlipiden in 
beiden Richtungen zuständig (Abb. 2.8, 3).  
Für die apoptotische Externalisierung von Phosphatidylserin ist ein verändertes Zusammen-
spiel der drei aufgeführten Enzyme verantwortlich. Da weniger Energieträger zur Verfügung 
stehen, können egalisierende Umverteilungsprozesse von Membranlipiden nicht mehr in 
ausreichendem Maße kompensiert werden. Von wesentlich größerer Bedeutung ist jedoch 
die Aktivitätssteigerung der Scramblase durch PKCδ-abhängige Phosphorylierung. PKCδ 
selbst verliert durch CP-3-vermittelte Spaltung ihre regulatorische Domäne und wird somit 
permanent aktiviert (Abb. 2.8, 4) (Frasch et al. 2000). Gleichzeitig tritt ein Aktivitätsverlust der 
Aminophospholipidtranslokase ein. Dieses Enzym wird zusätzlich durch oxidiertes Phos-
phatidylserin inhibiert, das durch oxidative Einwirkung von freigesetztem Cytochrom c auf 
das nicht-oxidierte Phospholipid entsteht (Abb. 2.8, 5) (Kagan et al. 2000). 
 
2.2.2.8 Proteinkinase B 
Bei der auch als Akt bezeichneten Proteinkinase B handelt es sich um eine Serin/Threonin-
Kinase, welche ursprünglich als (Proto-)Onkogen mit antiapoptotischer Wirkung aus dem 
Maus-Retrovirus AKT8 isoliert wurde (Staal 1987). PKB existiert im Menschen in drei sehr 
ähnlich reagierenden Isoformen. Diese zeichnen sich durch eine Serin- bzw. Threonin-
spezifische Kinaseaktivität, eine N-terminale Pleckstrin-Homologie-Domäne zur Protein/Li-
pid- bzw. Protein/Protein-Interaktion und eine C-terminale hydrophobe Domäne aus (Bella-
cosa et al. 1991, Datta et al. 1995). 
Die Regulation der PKB als Teil des Phosphatidylinositol-3-Kinase/PKB-Signalpfades wird 
durch die von der Phosphatidylinositol-3-Kinase generierten Phospholipide PIP2 und PIP3 
vermittelt (James et al. 1996). Durch Interaktion von PKB mit diesen Signalmetaboliten 
kommt es zu Konformationsänderungen, die mit einer Zunahme der katalytischen Aktivität 
der Proteinkinase einhergehen und zur Entstehung von Homomultimeren führen, denen 
ebenfalls eine gesteigerte katalytische Aktivität zugeordnet wird (Datta et al. 1996, Datta et 
al. 1995, Franke et al. 1997, James et al. 1996). Die Phosphoinositide bewirken die Translo-
kation der zytosolischen PKB an die innere Plasmamembran (Andjelkovic et al. 1997, Meier 
et al. 1997). Hier findet die Phosphorylierung und somit die Aktivierung der PKB statt. In akti-
vierter Form dissoziiert die phosphorylierte Kinase von der Zytoplasmamembran ab und 
wandert in den Kern (Meier et al. 1997). PKB ist in der Lage, eine Reihe von zytoplas-
matischen und nukleären Substraten zu phosphorylieren. 
In vivo ist PKB an bis zu 4 Aminosäureresten (Ser-124, Thr-308, Thr-450, Ser-473) phos-
phoryliert. Ser-124 und Thr-450 – nicht jedoch Thr-308 und Ser-473 – sind wahrscheinlich 
permanent phosphoryliert (Alessi et al. 1996a). Thr-308 befindet sich im Bereich des Kinase 
Activation Loops, der im unphosphorylierten Zustand die katalytische Aktivität der PKB unter-
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bindet. Die Phosphorylierung von Thr-308 ist eine Voraussetzung für die Kinaseaktivität von 
PKB (Alessi et al. 1996a). Verantwortlich für die Thr-308-Phosphorylierung ist die konstitutiv 
aktivierte Kinase PDK-1 aus der Familie der 3-Phosphoinositid-abhängigen Kinasen (3-Phos-
phoinositide-Dependent-Kinases, PDK) (Alessi et al. 1997a, Alessi et al. 1997b, Stephens et 
al. 1998). Der Mechanismus der Phosphorylierung von Ser-473 wurde hingegen noch nicht 
eindeutig aufgeklärt (Peterson und Schreiber 1999, Toker und Newton 2000). Da PDK-1 al-
lein nicht in der Lage ist, Ser-473 zu phosphorylieren, wird vermutet, dass ein Komplex aus 
PDK-1 und einem zusätzlichen Kinasefragment PIF dafür notwendig ist (Alessi et al. 1997b, 
Balendran et al. 1999, Stephens et al. 1998, Stokoe et al. 1997, Toker und Newton 2000).  
PKB ist von zentraler Bedeutung für das Überleben einer Zelle (Datta et al. 1997, Wang et al. 
1999). Die starke antiapoptotische Wirkung der PKB beruht auf der Fähigkeit des Enzyms, 
eine Reihe von Substraten zu phosphorylieren und damit deren Funktion direkt oder indirekt 
durch Änderung der Genexpression größtenteils negativ zu regulieren. Als mögliche Phos-
phorylierungstargets wurden verschiedene Proteine der Apoptosemaschinerie identifiziert. 
Hierzu gehören sowohl CP-9, CP-7, Apaf-1, NF-B und Mitglieder der Bcl-2-Familie wie Bad 
und Bcl-2 als auch Transkriptionsfaktoren der Forkhead-Familie (Alessi et al. 1996b, Brunet 
et al. 1999, Cardone et al. 1998, Datta et al. 1997, del Peso et al. 1997).  
So führt die Phosphorylierung des an Bcl-XL gebundenen Bad-Proteins zur Dissoziation des 
Heterodimers. Anschließend bindet das phosphorylierte Bad-Protein an zytoplasmatische 
14-3-3-Proteine, die es vor Dephosphorylierung schützen und von seinen eigentlichen mito-
chondrialen Targets Bcl-2 und Bcl-XL trennen (Muslin et al. 1996, Yaffe et al. 1997). Die letzt-
genannten antiapoptotischen BCL-2-Proteine bilden Heterodimere mit Bax und unterdrücken 
dessen proapoptotische Wirkung. Bleibt die Phosphorylierung von Bad durch PKB aus, ist 
Bad in der Lage, Bax aus den Heterodimeren (Bcl-2-Bax, Bcl-XL-Bax) freizusetzen. Bax kann 
wiederum zusammen mit Bak mitochondriale Kanäle öffnen und auf diese Weise Cytochrom 
c freisetzen. Es folgt die Assemblierung des Apoptosoms aus Cytochrom c, Apaf-1 und pCP-
9. Konsekutiv werden u.a. CP-9, CP-3 und CP-7 sowie der DNA Fragmentation Factor (DFF) 
aktiviert und die Zelle der Apoptose zugeführt (Datta et al. 1999, Tombal et al. 2000). Dabei 
wird PKB selbst durch Caspasen proteolytisch inaktiviert (Kap. 2.2.2.5). 
 
2.3 Schnittstellen von Kapazitation und Apoptose 
Die konträren Endpunkte der kapazitativen und apoptotischen Signalwege im humanen 
Spermium, nämlich einerseits die Akquisition des vollständigen Fertilisierungspotentials 
(Kap. 2.1.2) bzw. andererseits die Eliminierung dysfunktionaler Zellen (Kap. 2.2), repräsen-
tieren die Extreme im Spektrum möglicher Funktionszustände eines Spermiums (Abb. 2.9, 
S.18). Aufgrund dieser gegensätzlichen Wirkung erscheint eine wechselseitige Beeinflus-
sung beider Prozesse sinnvoll, wenn nicht gar zwingend erforderlich. Eine Beteiligung der 
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Apoptosesignaltransduktion an Kapazitation oder Akrosomenreaktion könnte potentiell durch 
das Calpain-Calpastatin-System sowie durch Caspase-1 vermittelt werden. Aber auch 
calciumabhängige Wechselwirkungen sind zu erwägen. Über regulierende Aspekte hinaus 
ist eine Beteiligung der Apoptosemaschinerie an der Akrosomenreaktion denkbar. Die den 
hier formulierten Hypothesen zugrundeliegenden experimentellen Befunde sind nachfolgend 
dargestellt. 
 
 
2.3.1 Calpain-Calpastatin-System 
Calpaine sind calciumabhängige, nicht-lysosomale Proteasen mit Cysteinresten im katalyti-
schen Zentrum. Das Vorkommen der meisten der 14 beschriebenen Calpain-Isoformen ist 
auf wenige Lokalisationen begrenzt, wohingegen die am besten charakterisierten Varianten, 
Calpain I und Calpain II, ubiquitär vorgefunden werden (Suzuki et al. 2004). Die Calpaine I 
und II zeichnen sich durch eine ähnliche Substratspezifität aus, werden jedoch erst in Anwe-
senheit unterschiedlich hoher Calciumkonzentrationen aktiviert. Während Calpain I Calcium-
ionen in mikromolaren Mengen benötigt und daher auch als µ-Calpain bezeichnet wird, kann 
Calpain II (m-Calpain, Abb. 2.10, S.19) erst im milimolaren Konzentrationsbereich wirksam 
werden (Croall und DeMartino 1991). 
Beide Proteasen erfüllen umfangreiche, regulatorische Funktionen im Rahmen der Zellzy-
kluskontrolle, der Zelldifferenzierung und der Embryonalentwicklung. Darüber hinaus wird 
ihnen eine Teilnahme an Fusionsprozessen sowie Modifikationen der Zellmembran oder des 
Zytoskeletts zugeschrieben (Carafoli und Molinari 1998, Croall und DeMartino 1991, Santella 
et al. 1998, Schollmeyer 1988). Andererseits wurde Calpain auch proapoptotische Funk-
tionen, zumindest in somatischen Zellen, zugeschrieben (Porn-Ares et al. 1998). 
 
Abb. 2.9 Mögliche Schnittstellen von Kapazitation und Apoptose. Grün: Aktivierung. Rot: Inhibition. Erläuterung 
der einzelnen Aspekte in Kap. 2.3.1– Kap. 2.3.3 (S.18 – S.20). Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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Aber auch eine Beteiligung an der apoptotischen Signaltransduktion wird diskutiert. Sowohl 
in somatischen als auch in Keimzellen 
konnte nach Apoptoseinduktion eine Akti-
vierung von Calpainen beobachtet werden, 
die z.T. durch proteolytische Umwandlung 
von Präenzymen erfolgte (Lu et al. 2002). 
Weiterhin sind Effektorcaspasen in der 
Lage, den natürlichen Calpaininhibitor Cal-
pastatin zu spalten und eine konsekutive 
Steigerung der Calpainaktivität zu bewirken 
(Kato et al. 2000). Zu den Substraten der 
Calpaine gehört Caspase-12, welche durch 
limitierte Proteolyse in die aktive Form 
überführt wird (Nakagawa und Yuan 2000).  
Das Calpain-Calpastatin-System konnte auch in Spermien nachgewiesen werden. Funk-
tionell bedeutsam erscheint der Befund, dass sein Vorkommen auf den Bereich zwischen 
Zellmembran und Akrosom begrenzt ist (Yudin et al. 2000). Diese eng umschriebene Lokali-
sation sowie die gesicherte Beteiligung an Fusionsvorgängen sprechen für eine Funktion des 
Calpain-Calpastatin-Systems im Rahmen der Kapazitation bzw. der Akrosomenreaktion 
(Rojas et al. 1999). Übereinstimmend konnte nach Kapazitationsinduktion eine vermehrte 
Aktivierung von Calpain beobachtet werden, dessen Inhibition die Akrosomenreaktion und 
die Zellmotilität kompromittierten (Ozaki et al. 2001). 
 
 
Abb. 2.10 Räumliche Struktur von Calpain II. Quelle 
siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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2.3.2 Caspase-1 und Caspase-12 
Potentielle Schnittstellen von Apoptose und Kapazitation ergeben sich auch auf der Ebene 
der Caspasen. Ein besonderes Augenmerk liegt dabei auf CP-1 (Abb. 2.11) und CP-12, da 
diese Enzyme an Entzündungsreaktionen 
partizipieren und während der Apoptose 
aktiviert werden. Für CP-12 wird bspw. 
eine wichtige Funktion im Rahmen der am 
endoplasmatischen Retikulum ausgelösten 
Apoptose postuliert (Nakagawa et al. 2000, 
Rao et al. 2002). Untersuchungen haben 
gezeigt, dass der Calpaininhibitor Calpa-
statin zu den Substraten der Caspase-1 
gehört, deren Aktivierung durch proapop-
totische Stimulation (Grunewald et al. 
2005, Paasch et al. 2004) also in einer 
konsekutiv gesteigerten Calpainaktivität re-
sultieren kann (Wang et al. 1998). Diese 
Aufhebung der Hemmung kann wiederum zu einer vermehrten CP-12-Aktivierung führen. 
 
2.3.3 Calcium und Calmodulin 
Calcium ist von essentieller Bedeutung für eine Vielzahl zellulärer Prozesse. Das Calcium-
wirkungen vermittelnde regulatorische Protein Calmodulin wurde innerhalb der Spermien im 
Flagellum sowie im Akrosom nachgewiesen und zeigt damit die gleiche subzelluläre Lokali-
sation wie das Calpain-Calpastatin-System (Kap. 2.3.1). Die sowohl mit der Kapazitation als 
auch mit der Apoptose einhergehenden Veränderungen der intrazellulären Calciumkonzen-
tration können dementsprechend eine differentielle Aktivierung der Calpaine zur Folge ha-
ben. 
 
2.4 Methoden der Spermatozoenseparation 
Ziel der Aufbereitung von Ejakulaten im Rahmen der assistierten Reproduktion ist die Selek-
tion funktionell intakter Spermatozoen mit möglichst hohem Fertilisierungspotential. Die Aus-
wahl von Spermien allein anhand konventioneller Spermiogrammparameter (z.B. normale 
Morphologie) erscheint nicht suffizient, da wichtige funktionelle Eigenschaften wie bspw. die 
Motilität hierbei nicht berücksichtigt werden. Motile Spermien gelten jedoch als prognostisch 
wichtiger Faktor zur Erlangung optimaler Konzeptionsraten (Zollner et al. 1999). Daher wur-
den in der Vergangenheit eine Reihe von Separationsverfahren wie Swim-Up, Glaswoll-
 
Abb. 2.11 Räumliche Struktur von Caspase-1. Quelle 
siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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filtration oder die Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) entwickelt und etabliert mit dem Ziel, 
progressiv motile Keimzellen zu isolieren. Es hat sich jedoch gezeigt, dass auch diese Ver-
fahren nur in begrenztem Umfang in der Lage sind, Schädigungen auf subzellulärer Ebene 
zu erkennen und entsprechend kompromittierte Spermien zu eliminieren (Spano et al. 2000). 
Die immunomagnetische Separation, ein neueres Verfahren der Zelltrennung, das auf unter-
schiedlichen Membraneigenschaften apoptotischer und nicht-apoptotischer Zellen basiert, 
könnte hier Abhilfe schaffen.  
 
2.4.1 Dichtegradientenzentrifugation 
Die Dichtegradientenzentrifugation stellt eine physikalische Methode zur Anreicherung reifer 
und motiler Spermien dar. Das Verfahren basiert auf der unterschiedlichen Sedimentations-
geschwindigkeit bzw. auf Auftriebsunterschieden bei der Zentrifugation verschiedener Zellen 
in einem Trennmedium mit kontinuierlich oder diskontinuierlich variierender Dichte (Abb. 3.1, 
S.29). 
Übliche Mediumbestandteile sind Saccharose oder Cäsiumchlorid, aber auch synthetische 
Polymere wie Ficoll (Produkt auf Saccharosebasis) und Percoll (Polyvinylpyrrolidon-
beschichtete Silikagel-Partikel). Dabei haben sich für die Spermatozoenseparation Zwei-
Phasen-Systeme etabliert, die die gleiche gradientenbildende Substanz in zwei verschiede-
nen Konzentrationen enthalten. Wird ein verflüssigtes Ejakulat aufgetragen und zentrifugiert, 
so sedimentieren die enthaltenen Zellen entsprechend ihrer Dichte. Unreife Zellen mit gerin-
ger Dichte können dabei den Übergang von der oberen zur unteren Phase des diskontinuier-
lichen Gradienten nicht überwinden. Hingegen können reifere Zellen mit einer höheren Dich-
te diese Grenze passieren und am Boden des Zentrifugenröhrchens in Form eines Pellets 
angereichert werden. Die so gewonnenen Spermien weisen eine höhere Motilität, eine ver-
besserte Morphologie sowie einen größeren Anteil intakter Akrosomen auf als die Zellen der 
Ausgangsfraktion (Gorus und Pipeleers 1981, Sterzik et al. 1998, Zini et al. 2000). 
 
2.4.2 Immunomagnetische Zellseparation 
Im Jahr 1983 wurde ein Zellseparationsverfahren beschrieben, das auf der Verwendung von 
an magnetische Partikel gekoppelten Antikörpern basiert (Margolis et al. 1983). Diese als 
Magnetic Cell Sorting (MACS) bezeichnete Technik wurde zuerst zur Entfernung von T-
Zellen aus dem Knochenmark verwendet und fand seitdem breite Anwendung auf wissen-
schaftlichem, diagnostischem und therapeutischem Gebiet (de Wynter et al. 1995, Despres 
et al. 2000, Luke und Kaul 1998, Naume et al. 1998). Die Selektion der Zielzellen basiert 
dabei auf dem Vorhandensein bestimmter zellulärer Oberflächenstrukturen, deren Bindung 
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an antikörperbeschichtete MicroBeads und einer konsekutiven Zurückhaltung der Zell-Par-
tikel-Kompexe in einem starken Magnetfeld. 
Für den Separationsprozess werden ein Magnet, MicroBeads sowie Trennsäulen benötigt 
(Abb. 2.12). Bei den MicroBeads handelt es sich um 
etwa 50 nm große, superparamagnetische Partikel, die 
mit monoklonalen Antikörpern beschichtet wurden. Da-
durch binden sie einerseits an spezifische Epitope auf 
Zellmembranen und werden andererseits in Magnetfel-
dern zurückgehalten. Der zur Separation notwendige 
Magnet, in den die Trennsäulen eingespannt werden, 
erzeugt in der Säulenmitte ein Feld mit einer Stärke von 
etwa 1,5 Tesla. Zum Selektieren von Zellsubpopulatio-
nen gibt es 2 mögliche Herangehensweisen: die positive Selektion und die Depletion. Wäh-
rend bei der positiven Selektion (Abb. 2.13) die Zielzellen das zu den antikörperbeladenen 
MicroBeads passende Antigen tragen, werden bei der Depletion (Abb. 2.14, S.23) die anti-
gentragenden, unerwünschten Zellen markiert und aussortiert. Die zuletzt genannte Strate-
gie wird v.a. dann angewandt, wenn die gesuchte Zellpopulation sich nicht durch spezielle 
Oberflächenstrukturen charakterisieren lässt. Für viele Epitope existieren spezifische, kom-
merziell erhältliche MicroBeads. Stehen diese nicht zur Verfügung, so kann man die anti-
genen Zielstrukturen der zu isolierenden bzw. abzutrennenden Zellen mit einem IgG-Primär-
antikörper markieren, an den mit einem Anti-IgG-Antikörper beschichtete MicroBeads binden 
können. 
 
 
Oben: Markierung der Zielzellen mittels 
magnetischer MicroBeads. 
Mitte: Nicht-markierte Zellen passieren die 
sich im Magnetfeld befindende Trenn-
säule. 
Rechts: Elution der markierten Zielzellen 
nach Entfernung der Trennsäule aus dem 
Magnetfeld. 
  
Abb. 2.13 Selektieren von Zellpopulationen: Prinzip der positiven Selektion. Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
 
 
 
Abb. 2.12 MACS-Trennsäule in Magnet. 
Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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Die immunomagnetische Zellseparation hat bisher noch keinen Einzug in die tägliche andro-
logische Praxis gefunden, obgleich viele Einsatzmöglichkeiten denkbar sind. So wurden 
MACS-basierte Verfahren zur nichtinvasiven Frühdiagnostik maligner Hodentumore und zur 
Anreicherung von Keimzellen beschrieben (Meng et al. 1996, von Schonfeldt et al. 1999). 
Bisherige Untersuchungen zur 
Selektion von humanen Sperma-
tozoen, die auf einer Interaktion 
von externalisiertem Phosphati-
dylserin mit Annexin-V-konjugier-
ten MicroBeads basieren, lassen 
vermuten, dass dieses Trennver-
fahren sehr effizient apoptotische 
von nichtapoptotischen Zellen se-
parieren kann. Die so angerei-
cherten Spermien waren durch 
ein geringes Ausmaß an Caspa-
senaktivierung und Phosphatidyl-
serinexternalisierung sowie durch 
einen hohen Anteil intakter Mito-
chondrien charakterisiert (Paasch et al. 2003). Eine Abtrennung der in Bezug auf die mar-
kierten Zielzellen inerten MicroBeads im Anschluß an das Trennverfahren ist für In-vitro-
Untersuchungen nicht erforderlich (Comella et al. 2001, Miltenyi et al. 1990).  
 
Oben: Markierung der unerwünschten 
Zellen mittels magnetischer MicroBeads. 
Rechts: Nicht-markierte Zielzellen passie-
ren die sich im Magnetfeld befindende 
Trennsäule. 
 
Abb. 2.14 Selektieren von Zellpopulationen: Prinzip der Depletion. 
Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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3 Material und Methoden 
3.1 Chemikalien, Zellkulturmedien und Verbrauchsmaterial 
In der folgenden Übersicht sind die verwendeten Standardchemikalien und Zellkulturmedien 
sowie deren Hersteller aufgeführt. Die Angaben zu speziellen Lösungen, Testkits und biolo-
gischen Materialen finden sich im jeweiligen Textabschnitt.  
 
Chemikalien Hersteller 
Rinderserumalbumin Sigma-Aldrich, München, BRD / St. Louis, MO, USA 
Chlortetracyclin Serva, Heidelberg, BRD 
Dimethylsulfoxid  Sigma-Aldrich, München, BRD 
Ethylendiamintetraessigsäure Serva, Heidelberg, BRD 
Ethylenglykoltetraessigsäure  Serva, Heidelberg, BRD 
Mineralöl Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Natriumdodecylsulfat Merck, Darmstadt, BRD 
Natriumhydroxid Riedel-de Haën, Seelze, BRD 
Natriumorthovanadat Carl Roth, Karlsruhe, BRD 
Natriumpyrophosphat Carl Roth, Karlsruhe, BRD 
Protease Inhibitor Mix M Serva, Heidelberg, BRD 
Phenylmethylsulfonylfluorid Carl Roth, Karlsruhe, BRD 
Salzsäure Merck, Darmstadt, BRD 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan Serva, Heidelberg, BRD 
Triton X-100 Ferak, Berlin, BRD 
  
Zellkulturmedien  
Biggers-Whitten-Whittingham-Medium Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA 
Human Tubal Fluid Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA 
PBS-Lösung Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA 
TEST Yolk Buffer Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA 
Tyrode-Medium Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA 
  
Verbrauchsmaterial  
CryoTubes 1,8 ml Nunc, Wiesbaden, BRD 
Cytoseal Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA 
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3.2 Labortechnik 
In der folgenden Übersicht sind die verwendeten Standard-Geräte und deren Hersteller auf-
geführt. Die Angaben zu spezieller Labortechnik finden sich im Text. 
 
Zentrifugen Hersteller  
Centrifuge 5417 C Eppendorf, Hamburg, BRD 
Biofuge 28 RS Heraeus Sepatech, Osterode, BRD 
Sigma 3-10 Sigma Laborzentrifugen, Osterode, BRD 
  
Kryokonservierung  
Nicool LM10 Air Liquide, Düsseldorf, BRD 
Nicool GT40 Air Liquide, Düsseldorf, BRD 
MG Apollo Air Liquide, Düsseldorf, BRD 
MG Chronos Air Liquide, Düsseldorf, BRD 
  
Inkubator  
Labotect Inkubator C42 Labotect GmBH, Göttingen, BRD 
  
Verwirbler  
Agitateur Top-Mix 11118 Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA 
Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, NY, USA 
 
3.3 Probanden und Probenmaterial 
Für die durchgeführten Untersuchungen wurden Ejakulate von klinisch gesunden Personen 
(nachfolgend als Spender/Probanden bezeichnet) verwendet, die sich freiwillig zur Ejakulat-
abgabe bereit erklärt hatten und deren schriftliche Einwilligung vorlag. Dabei konnte auf die 
bereits bestehenden Spenderpools der Abteilung für Andrologie an der Universitätsklinik für 
Dermatologie, Venerologie und Allergologie in Leipzig sowie eines Kooperationspartners am 
Reproductive Research Center der Cleveland Clinic (Cleveland, OH, USA) zurückgegriffen 
werden. Als Spender wurden klinisch gesunde Männer ohne sexuell übertragbare oder ande-
re infektiöse Krankheiten zugelassen, die keine Drogen konsumierten und in Anfangsunter-
suchungen zwei nach WHO-Kriterien (Kap. 3.4.1) normwertige Spermiogramme aufwiesen. 
Nach Aufklärung über die Art des jeweils geplanten Experimentes wurde von diesen Pro-
banden vor jeder Spende ein schriftliches Einverständnis eingeholt. Ein positives Votum der 
Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Universität Leipzig sowie des Institution 
Review Board der Cleveland Clinic zur Durchführung der Untersuchungen lag vor. 
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Die Ejakulate wurden in der jeweiligen Klinik nach einer dreitägigen sexuellen Abstinenz 
durch Masturbation in sterile Petrischalen gewonnen und anschließend 20 Minuten bei einer 
Temperatur von 37°C verflüssigt. 
 
3.4 Ejakulatanalysen 
Die Spenderejakulate sowie einzelne Spermiensubpopulationen wurden im Rahmen der 
nachfolgend beschriebenen Untersuchungen anhand von Spermiogrammparametern cha-
rakterisiert. Die Evaluation erfolgte nach WHO-Richtlinien (Kap. 3.4.1) sowie durch compu-
tergestützte Motilitätsanalyse (Kap. 3.4.2). 
 
3.4.1 Routinespermiogramm nach WHO-Richtlinien 
Durch die Weltgesundheitsorganisation (WHO) wurden Richtlinien zur qualitativen und quan-
titativen Beurteilung von menschlichen Samenproben festgelegt (World Health Organization 
1999). Diese Richtwerte umfassen Parameter wie die Verflüssigungszeit des Ejakulates, 
dessen Farbe, Viskosität, pH-Wert, Volumen und Zellkonzentration sowie die Gesamtzell-
zahl, Motilität, Morphologie und Vitalität der Spermien (Tab. 3.1).  
 
Tab. 3.1 Spermiogramm-Normalwerte nach WHO (1999). 
Parameter WHO-Normalwert 
pH-Wert 7,2 – 8,0 
Ejakulatvolumen > 2 ml / Ejakulat 
Zellkonzentration > 20 Mio. Zellen / ml Ejakulat 
Gesamtzellzahl > 40 Mio. Zellen / Ejakulat 
Morphologie > 30 % normal geformte Zellen 
Vitalität > 75 % vitale Zellen 
Motilität (Kap. 3.4.2) > 25 % schnell progressive Zellen der Kategorie A oder 
> 50 % progressive Zellen der Kategorien A und B 
 
Die Bestimmung der Zellzahl und Zellkonzentration erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-
Kammer. Zunächst wurde eine Probe des zu untersuchenden Ejakulates im Verhältnis 1:20 
mit einer speziellen Zähllösung (5 mM HCl in 0,9% NaCl) verdünnt. Die enthalte Säure führt 
zur Immobilisierung der Spermien. Anschließend wurde die Zählkammer mit der Spermien-
suspension beladen. Die Auswertung erfolgte unter einem Jenaval-Lichtmikroskop (Carl 
Zeiss MicroImaging, Jena, BRD) bei 400facher Vergrößerung. Es wurden hierzu jeweils fünf 
Quadrate ausgezählt. Gewertet wurden dabei ausdifferenzierte, intakte Spermien innerhalb 
der Felder sowie jene auf dem oberen bzw. rechten Feldrand. Auf dem unteren oder auf dem 
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linken Rand liegende Zellen wurden nicht mitgezählt. Der so erhaltene Wert entspricht der 
Zellkonzentration in Millionen Spermatozoen je Milliliter Probe. 
 
3.4.2 Computergestützte Motilitätsanalyse 
Unter Computergestützter Motilitätsanalyse oder Computer-Aided Sperm (Motion) Analysis 
(CASA) versteht man die Bestimmung von Spermiogramm-Parametern mittels computeri-
sierter Videosysteme. Diese Systeme erlauben eine zeitsparende und objektive Erfassung 
der Messwerte. 
Zur Ermittlung der Zellmotilität wurde ein Stroemberg-Mika Cell Motion Analyser (Version 
4.4, Mika Medical GmbH, Rosenheim, BRD) verwendet. Dieses Gerät besitzt eine spezielle 
Zählkammer (Stroemberg-Mika), die mit einem Probenaliquot von 5 µl befüllt und anschlie-
ßend auf dem Objekttisch platziert wurde. Eine Heizvorrichtung sorgte während des Mess-
vorganges für eine konstante physiologische Temperatur von 37°C. Je Probenaliquot ist für 
die Motilitätsmessung eine Bewertung von mindestens 100 verschiedenen Spermatozoen 
notwendig. Dabei werden die in Tab. 3.2 beschriebenen Parameter VCL, VAP und VSL er-
mittelt. Auch Proben mit hohen Zellkonzentrationen von bis zu 120 Millionen Zellen je Milli-
liter können unverdünnt verwendet werden, da eine Unterscheidung sich kreuzender Bahnen 
bis zu dieser Größenordnung gewährleistet ist. 
 
Tab. 3.2 Bedeutung der mittels CASA ermittelten Motilitätsparameter von Spermien. 
Parameter Abkürzung Bedeutung 
Velocity Curvilinear  VCL Geschwindigkeit über zurückgelegte Strecke 
Velocity Average Path  VAP Geschwindigkeit über gemittelte Strecke 
Velocity Straight Line  VSL Geschwindigkeit über direkte Verbindungslinie zwischen ers-
tem und letztem Messpunkt 
 
Die so erhaltenen Werte erlauben eine Einteilung der Spermatozoen anhand ihrer Motilitäts-
parameter. Dabei wurden die in Tab. 3.3 aufgeführten 4 Motilitätsklassen unterschieden. 
 
Tab. 3.3 WHO-Klassifikation der Spermatozoen-Motilität. 
Klasse Motilitätsparameter 
A schnelle, linear progressive Spermatozoen (VAP > 25 µm/s) 
B weniger schnelle (VAP 5 – 25 µm/s) oder nicht-linear progressive Spermatozoen 
C lokal motile Spermatozoen (VAP < 5 µm/s) 
D immotile Spermatozoen 
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Zur Vergleichbarkeit wurden bei allen Analysen die im Labor etablierten Gerätegrundeinstel-
lungen verwendet (Tab. 3.4). Für alle anderen modifizierbaren Parameter wurden die vom 
Hersteller vorgegebenen Werte eingestellt. 
 
Tab. 3.4 CASA-Grundeinstellungen. 
Parameter Wert Parameter Wert 
Geschwindigkeitsgrenze immotil VAP  5 µm/s Linearitätsgrenze 90 % 
Geschwindigkeitsgrenze lokal motil VAP  15 µm/s Maximaler Radius für Kreisläufer 100 µm 
Geschwindigkeitsgrenze motil VAP  15 µm/s Verdünnung keine 
Anzahl der ausgewerteten Felder 5 Kammertiefe 10 µm 
Temperatur des Messtisches 37°C Grauwertschwelle 210 
 
3.5 Aufbereitung und Kryokonservierung von Ejakulaten 
Nach Erhalt des Probenmaterials und dessen Verflüssigung war es nötig, die gesunden 
Spermatozoen vom Seminalplasma und von kranken bzw. defekten Zellen abzutrennen. 
Dazu wurden verschiedene Methoden einzeln und in Kombination angewendet. Bei diesen 
Methoden handelt es sich um die Dichtegradientenzentrifugation sowie um die immunomag-
netische Zellseparation. Ein Teil der isolierten Zellen wurde kryokonserviert und bis zur Ver-
wendung tiefgefroren in flüssigem Stickstoff aufbewahrt. 
 
3.5.1 Dichtegradientenzentrifugation 
Die DGZ ist ein vergleichsweise zeitaufwändiges Verfahren zu Anreicherung reifer, 
hochmotiler Spermatozoen. Dazu wird das aufzubereitende, verflüssigte Ejakulat auf ein 
Dichtegradientenmedium aufgetragen und zentrifugiert (Abb. 3.1, S.29). 
Bei den in Kap. 4.1 beschriebenen Untersuchungen wurde SupraSperm Medium (Medicult, 
Jyllinge, Dänemark) in den Konzentrationen 40% und 80% verwendet, wohingegen Pure-
Ception (Sage BioPharma, Bedminster, NJ, USA) in gleichen Konzentrationen im Rahmen 
der unter Kap. 4.2 aufgeführten Experimente zum Einsatz kam. Die Protokolle zur Durchfüh-
rung der DGZ sind für beide Medien identisch. 
In ein Glasröhrchen wurden zuerst 2 ml der 80%-Phase gegeben und diese anschließend 
mit 2 ml der 40%-Phase überschichtet. Ein solcher Gradient wurde mit bis zu 2 ml des zu 
trennenden Ejakulats beladen und nachfolgend 20 Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Nach 
der DGZ wurde das 80%-Pellet mit BWW- oder HTF-Medium gewaschen und für die nach-
folgenden Untersuchungen weiterverwendet. 
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Links: Herstellung und 
Beladung des Dichte-
gradienten: 
1: Untere Phase (80%iges 
DGZ-Medium) 
2: Obere Phase (40%iges 
DGZ-Medium) 
3 : Spermiensuspension 
Mitte: Zentrifugation des 
beladenen Gradienten bei 
300 x g für 20 Minuten. 
Rechts: Auftrennung der 
Spermatozoen: 
1: 80%-Pellet (reife Sper-
mien mit hoher Dichte) 
2: 40%-Pellet (unreife 
Spermien mit geringer 
Dichte) 
 
Abb. 3.1 Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation. Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
 
3.5.2 Immunomagnetische Zellseparation 
3.5.2.1 Funktionsprinzip des MACS Dead Cell Removal Kits 
Der verwendete MACS Dead Cell Removal Kit (Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, BRD) 
basiert auf der Markierung apoptotischer Zellen anhand der Externalisierung von Phospha-
tidylserin. Dieses Phospholipid ist überwiegend in der inneren Schicht der Zytoplasma-
membran vitaler Zellen lokalisiert. Im Verlauf der Apoptose wird es jedoch zunehmend in das 
äußere Blatt transloziert. Die MicroBeads des Dead Cell Removal Kits sind aufgrund ihrer 
Beschichtung mit Annexin-V in der Lage, an externalisiertes Phosphatidylserin zu binden. 
Die mit Annexin-V-MicroBeads markierten apoptotischen Zellen (ANMB(+)) können mit Hilfe 
eines Magnetfeldes von den unmarkierten, nicht-apoptotischen Zellen (ANMB(-)) getrennt 
werden. Es hat sich gezeigt, dass es im Rahmen des Separationsprozesses nur zu einem 
geringen Zellverlust und zu keiner signifikanten Zellaktivierung durch die MicroBeads kommt. 
Daher wurde auf eine Entfernung der MicroBeads von den markierten Zellen vor weiteren 
Untersuchungen verzichtet. 
 
3.5.2.2 Durchführung 
Die zur Auftrennung vorgesehene Zellprobe wurde zunächst durch Zugabe von 1 ml 1x-
Bindungspuffer (Verdünnung der 20x-Stammlösung des Bindungspuffers mit Aqua dest.) und 
anschließende Zentrifugation für 5 Minuten bei 400 x g gewaschen. Der Überstand wurde 
entfernt, das Zellpellet in der MicroBead-Suspension resuspendiert (100 µl MicroBeads / 107 
Zellen) und für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurden die 
mit jeweils 500 µl Bindungspuffer gespülten MACS-Säulen in den Trennmagneten (Octo-
MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, BRD) eingesetzt und mit der Zellsuspension be-
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laden. Nach Durchlauf der nicht zurückgehaltenen Spermien wurden die Säulen dreimal mit 
je 500 µl frischem Bindungspuffer ohne Druck gespült. Dabei wurden die ANMB(+)-Zellen im 
Magnetfeld zurückgehalten und die ANMB(-)-Zellen mit dem Eluat aufgefangen. Zur Gewin-
nung der ANMB(+)-Fraktion wurde die MACS-Säule aus dem Magnetfeld entfernt und unter 
Druck mit 1 ml Bindungspuffer gespült. Die so erhaltenen Fraktionen apoptotischer und 
nicht-apoptotischer Zellen wurden ohne zusätzliche Zwischenschritte für weitere Analysen 
verwendet. 
 
3.5.3 Kryokonservierung 
3.5.3.1 Theoretische Grundlagen 
Die Methode der Kryokonservierung von Ejakulaten zum Zweck einer längerfristigen Lage-
rung ist in der Reproduktionsmedizin heute ein etabliertes Verfahren. Das Ziel dieses Ver-
fahrens besteht darin, den Stoffwechsel der Spermien, Alterungsprozesse und unphysio-
logische Reaktionen durch Absenken der Umgebungstemperatur auf Werte weit unter 0°C 
so weit wie möglich zu begrenzen. Dabei müssen die Spermatozoen durch Zusatz protek-
tiver Agentien vor den negativen Auswirkungen des Temperaturabfalls (z.B. Ausdehnung 
von gefrorenem Wasser und Eiskristallbildung) geschützt werden. Frühere Untersuchungen 
konnten zeigen, dass eigelbhaltige Puffer als Kyroprotektiva besonders geeignet sind 
(Nallella et al. 2004, Prins und Weidel 1986). Der verwendete TEST Yolk Buffer (TYB) hat 
folgende Zusammensetzung: TES, Tris, Natriumcitrat, Fruktose, 20 % USDA-zertifizierter 
Eidotter (für 30 min bei 56°C hitzeinaktiviert), 12 % (v/v) Glycerin, 1000 U/ml Penicillin-G und 
1000 µg/ml Streptomycinsulfat. In Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass TYB 
keinen Einfluß auf die Motilität der damit behandelten Spermien hat. 
 
3.5.3.2 Durchführung 
Den einzufrierenden Spermatozoen wurde das Kryoprotektivum TYB schrittweise in vier Ali-
quoten von jeweils 300 µl zugesetzt. Nach jedem Schritt wurden die Proben in 1,8-ml-
CryoTubes unter vorsichtigem Mischen auf einem Agitator 5 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Anschließend wurde die Temperatur stufenweise gesenkt. Zunächst wurden die 
Proben 8 Minuten bei –20°C gelagert und danach 2 Stunden dem Dampf von flüssigem 
Stickstoff ausgesetzt. Die so behandelten Zellen wurden in flüssigen Stickstoff überführt und 
dort bei -196°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
Das Auftauen der kryokonservierten Spermatozoen erfolgte durch 20minütige Inkubation bei 
37°C. Vor der Weiterverwendung wurde das Kryoprotektivum durch Waschen der Zellen 
entfernt. Die Proben wurden dazu mit 2 ml HTF verdünnt und 7 Minuten bei 400 x g zentrifu-
giert. 
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3.6 Kapazitationsinduktion und Enzyminhibition 
Zur Untersuchung der während der Kapazitation stattfindenden Signaltransduktionsprozesse 
und ihrer Bedeutung für das ejakulierte Spermium war es nötig, die Zellen in verschiedenen 
Funktionszuständen zu analysieren. Dazu wurden die Spermatozoen kapazitierenden Be-
dingungen (Kap. 3.6.1) ausgesetzt und mit diversen Inhibitoren (Kap. 3.6.2) behandelt.  
 
3.6.1 Kapazitationsinduktion 
Als physiologischer Stimulus diente die Inkubation der Spermien unter kapazitierenden Be-
dingungen. Hierfür wurden die zu untersuchenden Zellen zunächst pelletiert und in 1 ml 
BWW- oder HTF-Medium in Gegenwart von Rinderserumalbumin (RSA, Endkonzentration 
0,3%) unter Einleitung von Kohlendioxid (Endkonzentration 5%) 3 Stunden bei 37°C inku-
biert. Nach Waschen der Zellen durch Zentrifugation bei 400 x g und Resuspendierung in 
BWW- oder HTF-Medium wurden die Proben weiter untersucht.  
 
3.6.2 Enzyminhibition 
Die Bedeutung einzelner Spermatozoenenzyme für die zelluläre Signaltransduktion während 
der Kapazitation wurde anhand von Inhibitionsversuchen experimentell untersucht. Dabei 
wurden die jeweiligen Enzyme durch Zugabe spezifischer Inhibitoren gehemmt und die Fol-
gen der Hemmung durch die Bestimmung zellulärer Funktionsparameter sowie funktionell 
nachgeschalteter Signaltransduktionskomponenten charakterisiert. Es kamen Hemmstoffe 
für Calmodulin, Calpain sowie Caspase-1 zum Einsatz. Die Inhibitoren wurden den Zellsus-
pensionen zu Beginn der dreistündigen Kapazitationsphase zugesetzt. 
 
3.6.2.1 Caspase-1-Inhibition 
Die spezifische Inhibition von Caspase-1 erfolgte durch Zugabe des modifizierten Peptids 
YVAD-CHO (BioSource International, Cama-
rillo, CA, USA; Abb. 3.2). Die vollständige 
Aminosäuresequenz des Inhibitors lautet: 
Ac-AAVALLPAVLLALLAPYVAD-CHO. Für 
die Enzymspezifität ist die C-terminale 
Aminosäureabfolge YVAD-CHO verantwort-
lich. Bei diesem Inhibitor handelt es sich um 
eine zellpermeable Substanz, die in der Lage 
ist, die Caspase-1-Funktion reversibel zu 
hemmen. Zur Herstellung einer Stammlösung wurde 1 mg des lyophilisierten Peptids in 1 ml 
 
Abb. 3.2 Strukturformel der terminalen YVAD-CHO-
Sequenz. Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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DMSO gelöst. Durch Zugabe von 4 µl der Stammlösung (502 µM) zu 996 µl Spermiensus-
pension ergab sich eine Endkonzentration des Hemmstoffes von 2 µM. Die so behandelten 
Zellen wurden drei Stunden unter kapazitierenden Bedingungen inkubiert. 
 
3.6.2.2 Calpain-Inhibition  
Zur Unterdrückung der Calpainaktivität wurde der zellpermeable Inhibitor MDL 28170 (Sig-
ma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) verwendet, der sowohl Calpain-I als auch Calpain-II hemmt 
(Mehdi et al. 1988). Durch Auflösen von 25 
mg der Festsubstanz in 6,53 ml DMSO wur-
de eine 10 mM Stammlösung erhalten und 
durch Zugabe von 1 µl der Stammlösung zu 
999 µl der zu untersuchenden Probe eine 
Endkonzentration des Inhibitors von 10 µM 
eingestellt. Im Anschluß wurden die Sper-
mien kapazitiert.  
 
3.6.2.3 Calmodulin-Antagonisierung 
 
 
 
 
Das aus Pilzen (Helminthosporium) gewonnene Ophiobolin A (Calbiochem/Merck, Darm-
stadt, BRD) ist ein intrazellulärer Calmodulin-
Antagonist, der Ca2+/CaM-abhängige Pro-
zesse wie die Aktivität der Ca2+/CaM-ab-
hängigen Phosphodiesterase, hemmt (Leung 
et al. 1988, Leung et al. 1984). Ein Milli-
gramm der Ophiobolin-Festsubstanz wurde 
in 1,25 ml Methanol gelöst, um eine 2 mM 
Stammlösung herzustellen. Zur Calmodulin-
Antagonisierung wurden 990 µl der zu unter-
suchenden Spermiensuspension mit 10 µl 
der Ophiobolin-A-Stammlösung versetzt um 
damit eine Endkonzentration von 20 µM zu erhalten. Anschließend erfolgte eine dreistündige 
Inkubation unter Kapazitationsbedingungen. 
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Abb. 3.3 Strukturformel von MDL 28170 (Summen-
formel C22H26N2O4, Molekulargewicht 382,5 g/mol). 
Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
 
Abb. 3.4 Strukturformel von Ophiobolin (Summen-
formel C25H36O4, Molekulargewicht 400,6 g/mol). Quel-
le siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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3.7 Bestimmung des Kapazitationsstatus 
3.7.1 Funktionsprinzip des Chlortetracyclin-Assays  
Im Rahmen der in Kap. 4.1 beschriebenen Experimente wurde der Kapazitationsstatus von 
Spermien nach Behandlung mit verschiedenen Inhibitoren untersucht. Dazu wurden die Zel-
len mit dem fluoreszierenden Antibiotikum Chlortetracyclin (CTC) gefärbt, welches in Anwe-
senheit von Ca2+-Ionen an Membranproteine bindet und in Abhängigkeit von der Membran-
zusammensetzung spezifische Fluoreszenzmuster hervorruftt. Dadurch erlaubt der CTC-
Assay eine Differenzierung von akrosomenreagierten (AR-Muster) und akrosomenintakten 
Spermatozoen, die wiederum in kapazitierte (B-Muster) und nicht-kapazitierte (F-Muster) 
Zellen unterteilt werden. Diese drei charakteristischen, kapazitationsabhängigen Fluores-
zenzmuster wurden in Mausspermatozoen (Ward und Storey 1984) und in humanen Sper-
mien nachgewiesen (DasGupta et al. 1993). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die 
Fluoreszenzmuster als CTCA (= F), CTCB (= B) und CTCC (= AR) bezeichnet (Tab. 3.5; Abb. 
3.5, S.34). 
 
Tab. 3.5 Fluoreszenzmuster nach CTC-Färbung.  
Muster Fluoreszenzbeschreibung Akrosomenstatus Kapazitationsstatus 
CTCA 
F 
Homogene Fluoreszenz des 
Kopfes bei hellem Mittelstück 
 
Akrosom intakt Nicht-kapazitiert 
CTCB 
B 
Fluoreszenzfreies Band im 
postakrosomalen Bereich, 
helles Mittelstück & Akrosom 
 
Akrosom intakt Kapazitiert 
CTCC 
AR  
Schwache Fluoreszenz des 
Kopfes bei hellem Mittelstück 
 
Akrosomenreagiert Kapazitiert 
 
3.7.2 Arbeitslösungen 
Das verwendete Protokoll basiert auf Modifikationen des CTC-Assays, die eine Erweiterung 
um eine Supravitalfärbung beinhalten (Fraser et al. 1995). Neben der CTC-Färbelösung und 
der Supravital-Färbelösung wird auch eine Fixationslösung verwendet. Die Zusammen-
setzungen der Lösungen, welche freundlicherweise von Fr. Dr. Leßig (damals Institut für 
Biophysik) zur Verfügung gestellt wurden, sind in Tab. 3.6 (S.34) angegeben. Die CTC-
Trockensubstanz wurde zur Herstellung der CTC-Färbelösung erst unmittelbar vor deren 
Verwendung zugegeben. Die CTC-Arbeitslösung wurde anschließend lichtgeschützt aufbe-
wahrt. 
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Tab. 3.6 Zusammensetzung der für den CTC-Assay benötigten Lösungen. 
Lösung Zusammensetzung Menge 
CTC-Färbelösung 
(pH 7,8) 
Natriumchlorid 
Cystein 
Chlortetracyclin 
Aqua destillata 
76 mg 
6,1 mg 
5,15 mg 
ad 10,0 ml 
Supravital-
Färbelösung 
Ethidiumhomodimer 
PBS 
5 mg 
ad 1,0 ml 
Fixationslösung 
(pH 7,0) 
Tris-Substanz 
Glutaraldehyd 
Aqua destillata 
0,18 mg 
1,25 mg 
ad 10,0 ml 
 
3.7.3 Durchführung 
50 µl der zu untersuchenden Spermiensuspension wurden mit einem Tropfen der Supravital-
Färbelösung versetzt und 5 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 
wurden 50 µl der CTC-Färbelösung und 15 
µl der Fixationslösung hinzugefügt. 10 µl 
dieser Zellsuspension wurden auf einen Ob-
jektträger aufgetragen, mit einem Deckgläs-
chen abgedeckt und im Dunkeln bis zur fluo-
reszenzmikroskopischen Auswertung für 
maximal 1 Stunde gelagert. Die mikroskopi-
sche Analyse wurde an einem Olympus 
BX41-Mikroskop (Olympus Mikroskopie, 
Hamburg, BRD) mit einem Exzitationsfilter 
von 458 nm sowie ein Emissionsfilter von 
500 nm durchgeführt. Dabei wurden mindes-
tens 100 Zellen pro Präparat ausgezählt und den unter Kap. 3.7.1 beschriebenen Fluores-
zenzmustern zugeordnet (Abb. 3.5). 
 
 
Abb. 3.5 CTC-Färbe-Muster humaner Spermatozoen. 
Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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3.8 Fluoreszenzanalyse von Apoptoseindikatoren 
3.8.1 Messung von Caspasenaktivitäten 
3.8.1.1 Funktionsprinzip des FLICA-Assays 
Zum qualitativen Nachweis und zur quantitativen Bestimmung aktiver Caspasen in Sperma-
tozoen wurden verschiedene FLICA Apoptosis Detection Kits (Immunochemistry Technolo-
gies, LLC, Bloomington, MN, USA) verwendet. Diese Assays basieren auf caspasespezi-
fischen Peptiden, an die ein Fluorogen und einen Enzyminhibitor gekoppelt sind (Tab. 3.7).  
 
Tab. 3.7 Struktur, Zielenzyme (Targets) und Erkennungssequenzen von FLICA-Caspase-Inhibitoren. 
Inhibitor Zielenzym Erkennungssequenz 
FAM – YVAD – FMK Caspase-1 YVAD = Tyrosylvalylalanylaspartat 
FAM – DEVD – FMK Caspase-3 DEVD = Aspartylglutamylvalylaspartat 
FAM – LEHD – FMK Caspase-9 LEHD = Leucylglutamylhistidylaspartat 
 
Diese FLuorochrome Inhibitors of CAspases (FLICA) sind zellpermeabel und nicht zytoto-
xisch. Ein Carboxyfluoresceinderivat (FAM) dient als Fluorogen. Die Enzyminhibition erfolgt 
durch Fluoromethylketon (FMK), welches eine kovalente Bindung mit dem Reaktionszentrum 
der Caspase eingeht und auf diese Weise die katalytische Aktivität irreversibel hemmt (Ekert 
et al. 1999). Gleichzeitig wird das Fluorogen an die inhibierte Caspase gebunden. Da unge-
bundenes FLICA-Reagenz durch Waschvorgänge aus der Zelle herausgespült wird, stellt die 
intrazelluläre Fluoreszenz ein Maß für die Anzahl aktivierter Caspasemoleküle dar.  
 
3.8.1.2 Durchführung 
Das jeweils als Lyophilisat gelieferte FLICA-Reagenz wurde in 50 µl DMSO gelöst. Die so 
erhaltene 150x-Stammlösung wurde in Aliquoten zu je 2 µl bei –20°C bis zur weiteren Ver-
wendung gelagert. Durch Zugabe von jeweils 8 µl PBS unmittelbar vor Gebrauch wurde da-
raus die 30x-Arbeitslösung hergestellt. Die zu untersuchende Spermienpopulation wurde 
abzentrifugiert, das erhaltene Zellpellet in 100 µl des mitgelieferten Waschpuffers resus-
pendiert, mit FLICA-30x-Arbeitslösung versetzt und für 1 Stunde bei 37°C im Dunkeln 
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit jeweils 2 ml PBS und fünfminütiger Zentrifugation 
bei 400 x g wurde die Caspasenaktivität flowzytometrisch evaluiert (Kap. 3.8.4). 
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3.8.2 Monitoring des mitochondrialen Membranpotentials 
3.8.2.1 Funktionsprinzip des MitoSensor-Assays 
Mit Hilfe des ApoAlert Mitochondrial Membrane Sensor Kits (Clontech, Mountain View, CA, 
USA) wurden Veränderungen des transmembranösen mitochondrialen Potentials (TMP) 
dargestellt. 
 
Das Funktionsprinzip des Tests basiert auf dem potentialabhängigen Fluoreszenzverhalten 
des MitoSensor-Reagenzes (Tab. 3.8). Dieses Reagenz enthält monomere, lipophile Katio-
nen (Abb. 3.6), die während der Inkubation die Zelle permeieren und speziell in den Mito-
chondrien akkumulieren (Abb. 3.7). Dort bilden sich bei intaktem TMP Aggregate des Rea-
genzes, die eine Fluoreszenz im roten Spektralbereich aufweisen (Abb. 3.8). In Zellen mit 
gestörtem TMP verbleibt das MitoSensor-Reagenz in seiner monomeren Form, die durch 
eine grüne Fluoreszenz charakterisiert ist und somit auf eine Beeinträchtigung der mitochon-
drialen Membranintegrität hinweist. 
 
  
Abb. 3.6 Strukturformel des MitoSensor-Reagenzes 
(Summenformel C26H28Cl4N3). 
Abb. 3.7 Aggregation der Kationen des MitoSensor-
Reagenzes im intakten Mitochondrium. 
 
 
Abb. 3.8 Fluoreszenzdarstellung intakter Mitochondrien. Digitalisierungsbedingte Farbverschiebung von Rot zu Gelb. 
Alle Quellen siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
Tab. 3.8 Fluoreszenzeigenschaften des MitoSensor-Reagenzes. 
MitoSensor-
Reagenzform 
Exzitations-
wellenlänge 
Emmissions-
wellenlänge 
Fluoreszenz Bedeutung 
Monomer 514 nm 529 nm Grün mitochondriale Integrität beeinträchtigt 
Aggregiert 585 nm 590 nm Rot Mitochondrien intakt; normales TMP 
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3.8.2.2 Durchführung 
Das als hochkonzentrierte Stammlösung gelieferte MitoSensor-Reagenz wurde aliquotiert 
und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Zur Herstellung der benötigten Arbeits-
lösung wurde ein Aliquot (1 µl) MitoSensor-Reagenz mit 1 ml des mitgelieferten und auf 37°C 
erwärmten Inkubationspuffers verdünnt. Durch Zentrifugation bei 13.000 x g wurden evtl. 
vorhandene Aggregate abgetrennt. Die je nach Experiment aufbereiteten Spermatozoen 
wurden im aggregatfreien Überstand resuspendiert und anschließend für 20 Minuten bei 
37°C unter Lichtausschluss inkubiert. Nach einem Waschvorgang durch Zentrifugation bei 
400 x g und Resuspendierung des Zellpellets in 400 µl PBS wurden die flowzytometrischen 
Messungen (Kap. 3.8.4) durchgeführt. 
 
3.8.3 Nachweis der Externalisierung von Phosphatidylserin 
3.8.3.1 Funktionsprinzip 
Die für apoptotische Zellen charakteristische Externalisierung von Phosphatidylserin wurde 
immunhistochemisch nachgewiesen. Dabei kamen ein Maus-anti-PS-Primärantikörper sowie 
ein Ziege-anti-Maus-IgG-Sekundärantikörper (beide von Upstate, Lake Placid, NY, USA) 
zum Einsatz. Der Sekundärantikörper war mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) konjugiert und 
erlaubte somit eine flowzytometrische Analyse. 
 
3.8.3.2 Durchführung 
Unmittelbar vor Versuchsbeginn wurde eine Anti-PS-Antikörper-Arbeitslösung hergestellt. 
Dazu wurde 1 µl des Anti-PS-Antikörpers mit 999 µl PBSB verdünnt und bis zur Verwendung 
auf Eis gelagert. 50 µl der zu untersuchenden Spermiensuspension wurden mit 50 µl der 
Antikörper-Arbeitslösung 20 Minuten auf Eis inkubiert. Die Zelldichte der Proben lag stets im 
empfohlenen Bereich von 2 – 10 x 106 Zellen pro Milliliter. Anschließend wurden die Sperma-
tozoen durch Zugabe von 150 µl PBSB und fünfminütige Zentrifugation bei 400 x g gewa-
schen. Nach Entfernung des Überstandes wurden der Probe 50 µl des FITC-konjugierten 
Sekundärantikörpers zugesetzt. Nach erneuter Inkubation für 20 Minuten auf Eis und einem 
weiteren Waschvorgang wurde das erhaltene Pellet in 400 µl PBS resuspendiert und die 
Zellsuspension im Flowzytometer (Kap. 3.8.4) analysiert. 
 
3.8.4 Durchflusszytometrie 
Zur qualitativen und quantitativen Evaluation der Fluoreszenzaktivierung der mit FLICA- und 
MitoSensor-Reagenz behandelten Zellen sowie zum Nachweis der PS-Externalisierung wur-
den je Probe mindestens 10.000 Zellen flowzytometrisch untersucht und der Anteil fluores-
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zierender Spermatozoen bestimmt. Als Negativkontrollen dienten gewaschene, unbehandel-
te Zellen. Zur Messung wurden Flowzytometer der Typen FACScan und FACSCalibur 
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) verwendet. Aus logistischen Gründen erfolgte die 
Bedienung der Geräte durch Dritte: Prof. Dr. Uwe Paasch führte die Messungen für das un-
ter Kapitel 4.1 beschriebene Experiment durch, während die Mitarbeiter des „FACS-Lab“ der 
Cleveland Clinic die dort durchgeführten Untersuchungen betreuten (Kap. 4.2). Beide Zyto-
meter sind mit einem 15-mW-Argonlaser der Wellenlänge 488 nm ausgestattet. Grüne Fluo-
reszenz wurde im FL-1-Kanal bei 480 - 530 nm gemessen, wohingegen rote Fluoreszenz im 
FL-2-Kanal bei 580 - 630 nm erfasst wurde. Die Zellflussrate betrug während der Messungen 
<100 Zellen pro Sekunde. Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der Software Expo32 
ADC (Coulter, Krefeld, BRD). 
 
3.9 Bestimmung der Proteinkinase-B-Aktivität 
3.9.1 Funktionsprinzip des PhosphoDetect-Assays 
Zur Bestimmung der Proteinkinase-B-Aktivität wurde der PhosphoDetect Akt (pSer473) ELISA 
Kit (PhosphoDetect-Assay; Merck, Darmstadt, BRD) verwendet. Hierbei handelt es sich um 
einen mikrotiterplattenbasierten Test zur Detektion von PKB-Phosphoserin-473 in Zelllysaten 
mit Hilfe eines Primärantikörper-Sekundärantikörper-Systems. Der Nachweis von Phospho-
serin-473 zeigt das Vorhandensein aktiver PKB an. Die Quantifizierung der antikörpermar-
kierten PKB-Moleküle erfolgt kolorimetrisch in einem ELISA-Reader. Die Kavitäten der Mikro-
titerplatte sind mit einem monoklonalen Antikörper beschichtet, welcher in der Lage ist, PKB 
unabhängig vom Phosphorylierungszustand zu binden. Auf diese Weise wird das gesamte in 
der Probe enthaltene PKB-Antigen fixiert. Anschließend wird vorhandenes Phosphoserin-473 
mit Anti-Akt(pSer473)-Kaninchen-IgG (Primärantikörper) markiert. Der Primärantikörper wird 
von einem mit Meerrettich-Peroxidase als Indikatorenzym konjugierten Anti-Kaninchen-IgG-
Sekundärantikörper gebunden. Nach Zugabe des Substrates Tetramethylbenzidin (TMB) 
führt die Aktivität des Indikatorenzyms zu einer Farbentwicklung. Die Farbintensität ist pro-
portional zur Menge an phosphorylierter PKB und erlaubt unter Verwendung einer Eichkurve 
eine quantitative Bestimmung der Proteinkinase-B-Aktivität. 
 
3.9.2 Herstellung der Spermatozoen-Lysate 
Das für den PhosphoDetect-Assay benötigte Probenmaterial wird durch Lysieren der zu un-
tersuchenden Spermatozoenfraktionen gewonnen. Die Zusammensetzung des dazu ver-
wendeten Lysepuffers ist Tab. 3.9 (S.39) zu entnehmen. Dem Puffer wurden erst unmittelbar 
vor seiner Verwendung PMSF (Stammlösung 0,2 M in DMSO, Verdünnung 1:200 mit Lyse-
puffer) und Protease Inhibitor Mix M (Stammlösung in DMSO, Verdünnung 1:1000 mit Lyse-
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puffer) zugesetzt. Die Einstellung des pH-Wertes 7,4 erfolgte vor Zugabe von PMSF und 
Protease Inhibitor Mix M. 
 
Tab. 3.9 Zusammensetzung des PhosphoDetect-Lysepuffers. 
Bestandteil  Konzentration / Bemerkung 
Tris-Substanz C4H11NO3 10 mM 
Natriumchlorid NaCl 100 mM 
Ethylendiamintetraessigsäure  C10H16N2O8 1 mM 
Ethylenglykoltetraessigsäure C14H24N2O10 1 mM 
Natriumfluorid NaF 1 mM 
Natriumpyrophosphat Na4P2O7 20 mM 
Natriumorthovanadat Na3VO4 2 mM 
Triton X-100 C14H22O(C2H4O)n = 9 - 10 1% 
Glycerol C3H5(OH)3 10% 
Natriumdodecylsulfat C12H25NaO4S 0,1% 
Deoxycholat C24H40O4 0,5% 
Phenylmethylsulfonylfluorid C7H7FO2S 1 mM 
Protease Inhibitor Mix M  1:1000-Verdünnung in Lysepuffer 
 
Die zu untersuchenden Spermatozoen wurden mittels fünfminütiger Zentrifugation bei 400 x 
g pelletiert und der Überstand entfernt. Das Zellpellet wurde in 100 µl Lysepuffer resus-
pendiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Während der Inkubation wurde der 
Lyseansatz in 10-Minuten-Intervallen unter Verwendung eines Vortex-Mixers vorsichtig ge-
mischt. Der nach Abtrennung partikulärer Bestandteile durch zehnminütige Zentrifugation bei 
13.000 x g und 4°C erhaltene Überstand wurde als Lysat weiter verwendet. 
 
3.9.3 Durchführung des PhosphoDetect-Assays 
Für den PhosphoDetect-Assay wurden die im Kit enthaltenen Mikrotiterplattenstreifen mit 
jeweils 8 Kavitäten sowie die in Tab. 3.10 (S.40) aufgeführten Lösungen und Reagenzien 
verwendet. In jede Kavität wurden 100 µl des auf Raumtemperatur erwärmten Standardver-
dünnungspuffers (Ausnahme: Leerwert-Ansatz) und 100 µl des 1:10 mit SVP verdünnten 
Spermatozoenlysates pipettiert. Die Ansätze wurden vorsichtig gemischt und abgedeckt für 
zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Aspirieren oder Dekantieren des Über-
standes wurden die Wells gewaschen, indem mindestens 400 µl des Waschpuffers zugege-
ben und nach 15 – 30 Sekunden wieder entfernt wurden. Der Waschvorgang wurde dreimal 
wiederholt. Nachfolgenden wurden jeweils 100 µl des Primärantikörpers zugegeben. Dabei 
 40 
wurden die Wells für den Leerwert ausgespart. Nach vorsichtigem Mischen wurden die An-
sätze eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und nachfolgend viermal gewaschen. An-
schließend wurden den Proben mit Ausnahme der Leerwerte 100 µl des Sekundärantikörper-
Enzym-Konjugats zugesetzt. Nach Zugabe des Chromogens Tetramethylbenzidin zu allen 
Ansätzen erfolgte eine weitere Inkubation für 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. 
Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 100 µl Stopplösung pro Well beendet, die 
Extinktion nachfolgend bei 450 nm bestimmt und daraus die Proteinkinase-B-Aktivität mit 
Hilfe einer Eichkurve ermittelt. Zur Erstellung der Eichkurve wurde eine Verdünnungsreihe 
des mitgelieferten PKB-Standards mit Konzentrationen von 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.6 
und 0 U/ml hergestellt und analysiert. Als Referenz-Enzym wurde unverkürzte, rekombinan-
te, humane PKB aus Sf21-Zellen verwendet. Als Leerwert dienten jene Ansätze, die nur 
Tetramethylbenzidin und Stopplösung enthielten. Sämtliche Messungen erfolgten als Dop-
pelbestimmung. 
 
Tab. 3.10 Bestandteile des PhosphoDectect-Assay Kits. 
Reagenz Lieferform Verdünnung mit 
PKB (pSer
473
)-Standard Lyophilisat SVP auf 100 U/ml 
Primärantikörper Arbeitslösung 1x - 
Sekundärantikörper Stammlösung 100x SAL auf 1x Arbeitslösung 
Puffer zur Herstellung der Sekundäranti-
körperlösung (SAL) 
Arbeitslösung 1x - 
Standardverdünnungspuffer (SVP) Arbeitslösung 1x - 
Stopplösung Arbeitslösung 1x - 
Tetramethylbenzidin Arbeitslösung 1x - 
Waschpuffer Stammlösung 25x Aqua dest. auf 1x Arbeitslösung 
 
3.10 Proteinkonzentrationsbestimmung 
3.10.1 Funktionsprinzip des RC DC Protein Assays 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Zelllysaten erfolgte unter Anwendung des RC 
DC Protein Assay Kits (Bio Rad, München, BRD). Bei dieser Methode handelt es sich um 
eine Modifikation des Lowry-Protokolls (Lowry et al. 1951), die geeignet ist, Proteinkonzen-
trationen in Gegenwart von reduzierenden Agenzien und/oder Detergenzien zu bestimmen. 
Nach Zugabe der im Kit enthaltenen Reagenzien kommt es zu einer Farbreaktion, deren 
Intensität proportional zur Proteinkonzentration ist und photometrisch quantifiziert werden 
kann. 
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3.10.2 Durchführung 
Zur Proteinbestimmung wurden die im Kit enthaltenen Reagenzien A, B und S sowie die je-
weils frisch herzustellende Lösung A’ verwendet. Lösung A’ wurde durch Zugabe von 5 µl 
Reagenz S zu 250 µl Reagenz A pro Reaktionsansatz hergestellt und mit 50 µl des zu unter-
suchenden Lysats vermischt. Nach Zugabe von 2 ml Reagenz B wurde der Ansatz mit einem 
Vortex-Mixer vorsichtig gemischt und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Extink-
tionsmessung erfolgte bei einer Wellenlänge von 750 nm innerhalb einer Stunde. Als Refe-
renzprotein diente das vom Hersteller empfohlene und im Kit enthaltene RSA. Der Konzent-
rationsbereich der eingesetzten RSA-Standardlösungen betrug 0,147 mg/ml bis 1,47 mg/ml. 
Alle Proteinbestimmungen wurden als Doppelbestimmung an einem Spektralphotometer 
durchgeführt. 
 
3.11 Bestimmung des Fertilisierungspotentials von Spermien 
3.11.1 Funktionsprinzip des Hamsteroozytenpenetrationstests 
Der Hamsteroozytenpenetrationstest (HOP-Test), auch als „Sperm Penetration Assay“ oder 
„Zona-free Hamster Oocyte Penetration Assay“ bekannt, wurde in den in Kap. 4.2 aufge-
führten Experimenten zur Evaluation des Fertilisierungspotentials humaner Spermatozoen 
angewendet. Der Test basiert auf der In-vitro-Penetration von Hamstereizellen durch 
menschliche Spermatozoen. Die Aufhebung der Speziesspezifität der Hamsteroozyten wird 
durch die Entfernung der Zona pellucida erreicht. Nach Eindringen der humanen Spermien in 
die Eizelle kommt es zur Kerndekondensation, woraufhin der weitere Befruchtungsvorgang 
jedoch abbricht. 
 
3.11.2 Durchführung 
Das Protokoll des angewandten HOP-Tests orientierte sich an einem bereits etablierten As-
say (Johnson et al. 1995). Dieser Test wurde modifiziert, um den Gegebenheiten einer 
künslichen Befruchtung möglichst vollständig zu entsprechen. Sowohl für die Ejakulatauf-
bereitung als auch für den HOP-Test kamen daher nur die für die assistierte Reproduktion 
zugelassenen Materialien zum Einsatz. Eine Ausnahme hiervon stellen die für die immuno-
magnetische Zellseparation benötigten Medien dar. Zunächst wurden die zu untersuchenden 
Spermatozoen durch dreistündige Inkubation in HTF in Gegenwart von 0,3% RSA und 5% 
CO2 kapazitiert. Die tiefgefrorenen Hamsteroozyten (Embryotech, Wilmington, MA, USA) 
wurden aufgetaut und kurzzeitig saurem Tyrode-Medium (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, 
USA) zur Entfernung der Zona pellucida ausgesetzt. In einer Petrischale wurden jeweils fünf 
Oozyten in einen 50-µl-Tropfen der zu testenden Spermiensuspension mit einer Konzentrati-
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on von 3 – 5 x 106 Zellen pro ml gegeben und mit Mineralöl (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) überschichtet. Es folgte eine dreistündige Inkubation bei 37°C. Anhaftende aber nicht 
penetrierende Spermien wurden durch Waschen der Eizellen mit PBS in Gegenwart von 
10% RSA entfernt. 
Die Beurteilung der 100 pro Ejakulat verwendeten Oozyten (20 Oozyten je Versuchsarm, 
Kap. 4.2.2) erfolgte bei 40facher Vergrößerung unter dem Phasenkontrastmikroskop BH2-
PC (Olympus, Center Valley, PA, USA). Dabei wurde die Beobachtung eines dekonden-
sierten Kerns in Verbindung zu einem Schwanz als erfolgreiche Penetration gewertet (Abb. 
4.8, S.57). Neben dem prozentualen Anteil an penetrierten Oozyten (%pO) wurde auch die 
durchschnittliche Anzahl penetrierender Spermien je Oozyte (Oozytenpenetrationsindex, 
OPI) bestimmt. 
Die Durchführung und Auswertung des HOP-Assays in konstant hoher Qualität erfordert lan-
ges Training, weshalb die In-vitro-Testung freundlicherweise durch Dr. Tamer M. Said (Cle-
veland Clinic, Cleveland, Ohio, USA) erfolgte. 
 
3.12 Statistik 
Die statistische Analyse der erhobenen Daten wurden unter Anwendung der Software Statis-
tica 7.1 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA) durchgeführt. Zunächst wurden rein deskriptive 
Kenngrößen wie Mittelwert und Standardabweichung berechnet. Anschließend erfolgte die 
Prüfung auf Normalverteilung anhand des Shapiro-Wilk-Tests. Bei der Evaluation von Unter-
schieden normalverteilter Werte kamen gepaarter und ungepaarter t-Test zum Einsatz, wäh-
rend nicht-normalverteilte Stichproben mittels Wilcoxon-Test untersucht wurden. Bei Fallzah-
len ≤ 10 wurden prinzipiell nichtparametrische Tests angewandt. Zur Bestimmung der Korre-
lation verschiedener Parameter wurde der Spearman-Ranglistentest genutzt. Grundsätzlich 
wurden p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant gewertet. 
Die Angabe von Messwerten erfolgte stets als Mittelwert (MW) ± Standardabweichung (SD). 
In den abgebildeten Box-Plots entspricht die Box dem Mittelwert ± Standardfehler (SE), wäh-
rend die Whisker den Mittelwert ± Standardabweichung repräsentieren. Der Mittelwert selbst 
wurde als Symbol (z.B. Dreieck oder Viereck) im Zentrum der Box dargestellt. 
Beim Vergleich von Prozentangaben (z.B. Fraktion A: 80% vs. Fraktion B: 40%) wurden stets 
absolute Differenzen in Form von Prozentpunkten angegeben (hier: Abfall um 40 Prozent-
punkte von Fraktion A zu Fraktion B). 
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4 Ergebnisse 
4.1 Kapazitationsassoziierte Signaltransduktion in ejakulierten 
Spermatozoen 
4.1.1 Funktionelle Bedeutung von Caspase-1, Calpain und Calmodulin  
Zur Untersuchung der Bedeutung von Caspase-1, Calpain und Calmodulin für die kapazita-
tionsbedingten zellulären Veränderungen wurden die Ejakulate von 19 gesunden Spendern 
nach einer Dichtegradientenzentrifugation in 5 Aliqote aufgeteilt. Ein Aliquot diente als native 
Kontrolle, eine weitere Teilprobe als kapazitierte Kontrolle. Die verbliebenen Aliquote wurden 
in Anwesenheit eines Caspase-1- oder Calpain-Inhibitors bzw. eines Calmodulin-Antago-
nisten kapazitierenden Bedingungen ausgesetzt. Anschließend wurden der Kapazitations-
status im CTC-Assay und die Motilität mittels CASA bestimmt. Das Ausmaß der Caspasen-
aktivierung (CP-1, CP-3, CP-9) sowie der Anteil intakter Mitochondrien wurden unter Anwen-
dung des jeweiligen FLICA- bzw. des MitoSensor-Assays flowzytometrisch ermittelt (Abb. 
4.1). 
 
Evaluation:
Kapazitationsstatus (CTC-Assay) - Motilität (CASA)
Caspasenaktivität (FLICA-Assay) - mitochondriale Integrität (MitoSensor-Assay)
Proben
Dichtegradientenzentrifugation
Kontrolle
nativ
Kapazitation
Kontrolle 
kapazitiert
Caspase-1-
Inhibition
Calpain-
Inhibition
Calmodulin-
Antagonisierung
 
Abb. 4.1 Versuchsdesign zur Untersuchung des Einflusses von Caspase-1, Calpain und Calmodulin auf 
Kapazitation und Apoptose ejakulierter, humaner Spermatozoen. Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
 
4.1.1.1 Kapazitationsabhängige Dynamik von Funktionsparametern und Apoptose-
markern ejakulierter Spermatozoen 
Im ersten Teil des Experiments wurden native und kapazitierte Spermatozoen miteinander 
verglichen (Tab. 4.1, S.44). Dadurch konnte der Einfluss der Kapazitation auf die untersuch-
ten funktionellen und molekularen Parameter ermittelt werden. Zusätzlich dienten die so ge-
wonnenen Daten als Referenzwerte für die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen 
(Kap. 4.1.1.2 – 4.1.1.4). 
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Tab. 4.1 Einfluss der Kapazitation auf Spermiogrammparameter, Kapazitationsstatus und Apoptosemarker ejaku-
lierter, humaner Spermatozoen. 
  Fraktion 1: 
Nativ 
Fraktion 2: 
Kapazitiert 
Spermiogrammparameter   
 Motilität (A) 15,74 ± 10,88 
2
 33,46 ± 12,78 
1
 
 Motilität (A + B) 17,04 ± 13,11 
2
 40,73 ± 15,83 
1
 
Kapazitationsstatus   
 Hyperaktivierung 02,39 ± 01,92 
2
 14,44 ± 08,31 
1
 
 CTCA 52,88 ± 14,53 
2
 27,79 ± 10,02 
1
 
 CTCC 46,41 ± 14,50 
2
 71,21 ± 09,49 
1
 
Apoptosemarker   
 aCP-1 23,64 ± 17,28 
2
 12,28 ± 08,37 
1
 
 aCP-3 14,38 ± 13,74 
2
 10,30 ± 08,80 
1
 
 aCP-9 20,70 ± 16,97 
2
 10,04 ± 06,34 
1
 
 iTMP 69,10 ± 15,68 
2
 88,40 ± 08,16 
1
 
Spermiogrammparameter: Prozentualer Anteil progressiv motiler Spermien der Gruppen A bzw. A + B; Kapazita-
tionsstatus: Prozentualer Anteil hyperaktivierter, nicht-kapazitierter [CTCA] und kapazitierter Spermien [CTCC]; 
Apoptosemarker: Prozentualer Anteil an Spermien mit aktivierter CP-1, CP-3, CP-9 und intakten Mitochondrien 
[iTMP]; Anzahl untersuchter Proben: n = 19; hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zu anderen 
Fraktionen an (p < 0,05). 
 
Alle in der nativen Fraktion bestimmten Parameter unterschieden sich signifikant von denen 
der kapazitierten Zellen (jeweils p < 0,05). Der Anteil motiler Zellen verdoppelte sich in etwa 
von 15,74% ± 10,88% auf 33,46% ± 12,78% (Motilität A) bzw. von 17,04% ± 13,11% auf 
40,73% ± 15,83% (Motilität A + B). Die Menge hyperaktivierter Spermien stieg von 2,39% ± 
1,92% auf 14,44% ± 8,3 %. Während der Prozentsatz nicht-kapazitierter Zellen (CTCA) von 
52,88% ± 14,53% um ca. 25 Prozentpunkte auf 27,79% ± 10,02% abnahm, kam es zu einer 
Zunahme der Menge kapazitierter Spermatozoen (CTCC) um ebenfalls knapp 25 Prozent-
punkte von 46,41% ± 14,50% auf 71,21% ± 9,49%. Die Aktivität der drei untersuchten 
Caspasen (aCP-1, aCP-3, aCP-9) war in der kapazitierten Fraktion jeweils niedriger als in 
der nativen Fraktion. Zugleich ließen sich in den kapazitierten Proben mehr intakte Mito-
chondrien nachweisen. 
 
4.1.1.2 Einfluss der Caspase-1-Inhibition auf Funktionsparameter und Apoptose-
marker ejakulierter humaner Spermatozoen 
Nach der Etablierung der Methodik und Anwendung zur vergleichenden Untersuchung der 
kapazitationsbedingten Dynamik der Messparameter (Kap. 4.1.1.1) erfolgte die Kapazitation 
 45 
in Gegenwart des Caspase-1-Inhibitors YVAD-CHO (Tab. 4.2). Als Referenzwerte dienen die 
zuvor in Tab. 4.1 (S.44) gezeigten Daten. 
 
Tab. 4.2 Einfluss der Caspase-1-Inhibition auf die Spermiogrammparameter, Kapazitationsstatus und 
Apoptosemarker in kapazitierten Spermatozoen. 
  Fraktion 1: 
Nativ 
Fraktion 2: 
Caspase-1-Inhibition 
Fraktion 3: 
Kapazitiert 
Spermiogrammparameter    
 Motilität (A) 15,74 ± 10,88 
2,3
 39,14 ± 13,64 
1,0
 33,46 ± 12,78 
1,0
 
 Motilität (A + B) 17,04 ± 13,11 
2,3
 44,28 ± 23,61 
1,0
 40,73 ± 15,83 
1,0
 
Kapazitationsstatus    
 Hyperaktivierung 02,39 ± 01,92 
2,3
 06,10 ± 04,72 
1,3
 14,44 ± 08,31 
1,2
 
 CTCA 52,88 ± 14,53 
2,3
 35,63 ± 11,81 
1,3
 27,79 ± 10,02 
1,2
 
 CTCC 46,41 ± 14,50 
2,3
 63,37 ± 10,94 
1,3
 71,21 ± 09,49 
1,2
 
Apoptosemarker    
 aCP-1 23,64 ± 17,28 
2,3
 13,41 ± 08,55 
1,0
 12,28 ± 08,37 
1,0
 
 aCP-3 14,38 ± 13,74 
3,0
 10,82 ± 08,02 
0,0
 10,30 ± 08,80 
1,0
 
 aCP-9 20,70 ± 16,97 
2,3
 12,70 ± 07,19 
1,3
 10,04 ± 06,34 
1,2
 
 iTMP 69,10 ± 15,68 
2,3
 88,12 ± 07,31 
1,0
 88,40 ± 08,16 
1,0
 
Spermiogrammparameter: Prozentualer Anteil progressiv motiler Spermien der Gruppen A bzw. A + B; Kapazita-
tionsstatus: Prozentualer Anteil hyperaktivierter, nicht-kapazitierter [CTCA] und kapazitierter Spermien [CTCC]; 
Apoptosemarker: Prozentualer Anteil an Spermien mit aktivierter CP-1, CP-3, CP-9 und intakten Mitochondrien 
[iTMP]; Anzahl untersuchter Proben: n = 19; hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zu anderen 
Fraktionen an (p < 0,05). 
 
Mit Ausnahme des Parameters aCP-3 wichen die Messwerte sowohl der kapazitierten als 
auch der in Anwesenheit des CP-1-Inhibitors kapazitierten Spermien signifikant von denen 
der nativen Fraktion ab (p < 0,05). Die Messwerte der inhibierten Zellen folgten dem mit der 
Kapazitation vorgegebenen Trend einer Steigerung des Anteils motiler (Motilität A von 
15,74% ± 10,88% auf 39,14% ± 13,64%; Motilität A + B von 17,04% ± 13,11% auf 44,28% ± 
23,61%), hyperaktivierter (Hyperaktivierung von 2,39% ± 1,92% auf 6,10% ± 4,72%) und 
kapazitierter (CTCC von 46,41% ± 14,50% auf 63,37% ± 10,94%) sowie Mitochondrien-
intakter (iTMP von 69,10% ± 15,68% auf 88,12% ± 7,31%) Zellen. Parallel dazu nahm der 
Anteil nicht-kapazitierter Spermien (CTCA von 52,88% ± 14,53% auf 35,63% ± 11,81%) so-
wie die Aktivität von aCP-1 (von 23,64% ± 17,28% auf 13,41% ± 8,55%) und aCP-9 (von 
20,70% ± 16,97% auf 12,70% ± 7,1 %) ab. Allein für die CP-3-Aktivierung konnte gegenüber 
den voneinander signifikant abweichenden Referenzwerten (Nativ: 14,38% ± 13,74%; Kapa-
zitiert: 10,30% ± 8,80%) mit 10,82% ± 8,02% (CP-1-Inhibition) kein signifikanter Unterschied 
ermittelt werden (p>0,05), obwohl die unter kapazitierenden Bedingungen bestimmten Werte 
untereinander sehr ähnlich waren. 
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Die Zugabe des Caspase-1-Inhibitors zum Kapazitationsmedium führte auch im Vergleich 
zum inhibitorfreien Ansatz zu signifikanten Veränderungen der untersuchten Parameter. So 
verringerte sich der Anteil hyperaktivierter Spermatozoen von 14,44% ± 8,31% (Kapazitiert) 
auf 6,10% ± 4,72% (CP-1-Inhibition). Während der Anteil nicht-kapazitierter Zellen (CTCA) 
von 27,79% ± 10,02% (Kapazitiert) auf 35,63% ± 11,81% (CP-1-Inhibition) anstieg, nahm der 
Anteil kapazitierter Zellen (CTCC) um die entsprechende Differenz von 71,21% ± 9,49% 
(Kapazitiert) auf 63,37% ± 10,94% (CP-1-Inhibition) ab. Der Vergleich der Caspaseakti-
vitäten zeigte für aktivierte Caspase-9 eine Steigerung von 10,04% ± 6,34% (Kapazitiert) auf 
12,70% ± 7,19% (CP-1-Inhibition). Demgegenüber waren die Aktivitäten von aCP-1 und 
aCP-3 in Gegenwart des Hemmstoffs im Vergleich zur ungehemmten, kapazitierten Probe 
nicht signifikant verändert (p>0,05). 
 
4.1.1.3 Einfluss der Calpain-Inhibition auf Funktionsparameter und Apoptosemarker 
ejakulierter humaner Spermatozoen 
In diesem Experiment wurde dem Kapazitationsmedium der Calpain-Inhibitor MDL 28170 
zugesetzt und dessen Einfluss auf die nach der Kapazitationsprozedur bestimmten Spermio-
grammparameter, den Kapazitationsstatus und die Apoptoseinduktion ermittelt (Tab. 4.3). 
 
Tab. 4.3 Einfluss der Calpain-Inhibition auf Spermiogrammparameter, Kapazitationsstatus und Apoptosemarker 
in kapazitierten Spermatozoen. 
  Fraktion 1: 
Nativ 
Fraktion 2: 
Calpain-Inhibition 
Fraktion 3: 
Kapazitiert 
Spermiogrammparameter    
 Motilität (A) 15,74 ± 10,88 
2,3
 33,34 ± 14,34 
1,0
 33,46 ± 12,78 
1,0
 
 Motilität (A + B) 17,04 ± 13,11 
2,3
 39,28 ± 17,36 
1,0
 40,73 ± 15,83 
1,0
 
Kapazitationsstatus    
 Hyperaktivierung 02,39 ± 01,92 
2,3
 07,00 ± 06,31 
1,3
 14,44 ± 08,31 
1,2
 
 CTCA 52,88 ± 14,53 
2,3
 38,05 ± 08,58 
1,3
 27,79 ± 10,02 
1,2
 
 CTCC 46,41 ± 14,50 
2,3
 61,32 ± 08,64 
1,3
 71,21 ± 09,49 
1,2
 
Apoptosemarker    
 aCP-1 23,64 ± 17,28 
2,3
 11,02 ± 08,36 
1,0
 12,28 ± 08,37 
1,0
 
 aCP-3 14,38 ± 13,74 
3,0
 09,39 ± 05,65 
0,0
 10,30 ± 08,80 
1,0
 
 aCP-9 20,70 ± 16,97 
2,3
 11,25 ± 06,66 
1,3
 10,04 ± 06,34 
1,2
 
 iTMP 69,10 ± 15,68 
2,3
 88,25 ± 09,27 
1,0
 88,40 ± 08,16 
1,0
 
Spermiogrammparameter: Prozentualer Anteil progressiv motiler Spermien der Gruppen A bzw. A + B; Kapazita-
tionsstatus: Prozentualer Anteil hyperaktivierter, nicht-kapazitierter [CTCA] und kapazitierter Spermien [CTCC]; 
Apoptosemarker: Prozentualer Anteil an Spermien mit aktivierter CP-1, CP-3, CP-9 und intakten Mitochondrien 
[iTMP]; Anzahl untersuchter Proben: n = 19; hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zu anderen 
Fraktionen an (p < 0,05). 
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Die in Anwesenheit des Calpain-Inhibitors kapazitierten Zellen unterschieden sich von der 
nativen Zellfraktion durch signifikant abweichende Messwerte (p < 0,05). Die in Gegenwart 
des Hemmstoffes bestimmten Messwerte folgten, wie auch die unter Einwirkung des 
Caspase-1-Inhibitors ermittelten Daten, dem mit der Kapazitation verbundenen Trend. Eine 
Ausnahme stellt die CP-3-Aktivität mit einem Wert von 9,39% ± 5,65% dar, der sich von bei-
den Vergleichswerten (Spalte 1, Nativ: 14,38% ± 13,74%; Kapazitiert: 10,30% ± 8,80%) nicht 
signifikant unterschied (p>0,05). Darüber hinaus konnten signifikante Differenzen zwischen 
den kapazitierten und den in Gegenwart des Calpain-Inhibitors kapazitierten Spermatozoen 
festgestellt werden (p < 0,05). Während der Anteil nicht-kapazitierter Zellen (CTCA) unter 
dem Einfluss des Inhibitors um 10 Prozentpunkte von 27,79% ± 10,02% (Kapazitiert) auf 
38,05% ± 8,58% (Calpain-Inhibition) anstieg, verringerte sich der Anteil kapazitierter Zellen 
(CTCC) entsprechend um 10 Prozentpunkte von 71,2 % ± 9,49% (Kapazitiert) auf 61,32% ± 
8,64%. Zusätzlich konnte eine Halbierung der Anzahl hyperaktivierter Spermien von 14,44% 
± 8,31% (Kapazitiert) auf 7,00% ± 6,31% (Calpain-Inhibition) beobachtet werden. In der 
kapazitierten Fraktion war in 10,04% ± 6,34% der Zellen aktivierte Caspase-9 nachweisbar, 
während in der calpaininhibierten Fraktion mit 11,25% ± 6,66% eine signifikant erhöhte 
Caspase-9-Aktivität zu finden war.  
 
4.1.1.4 Einfluss der Calmodulin-Antagonisierung auf Funktionsparameter und 
Apoptosemarker ejakulierter humaner Spermatozoen 
Dem Kapazitationsmedium wurde der Calmodulin-Antagonist Ophiobolin zugesetzt und des-
sen Wirkung auf die Spermiogrammparameter, den Kapazitationsstatus und die Apoptose-
induktion ermittelt (Tab. 4.4, S.48)  
Die Zahlenwerte der untersuchten Parameter der enzyminhibierten Zellfraktionen lagen in 
den vorrangehenden Messungen (Kap. 4.1.1.2, Kap. 4.1.1.3) zumeist zwischen denen der 
nativen und denen der kapazitierten Spermien. In deutlichem Gegensatz dazu führte die 
Calmodulin-Antagonisierung während der Kapazitation zu einem den kapazitativen Verände-
rungen entgegengesetzen Trend: Es wurde eine Abnahme der Motilität (Motilität A, Motilität 
A + B), der Hyperaktivierung, des Anteils kapazitierter (CTCC) und Mitochondrien-intakter 
(iTMP) Zellen sowie eine Erhöhung des Anteils nicht-kapazitierter (CTCA) Spermien und eine 
Zunahme der Aktivierung aller untersuchten Caspasen (aCP-1, aCP-3, aCP-9) festgestellt. 
Dabei wichen die Resultate aller erhobenen Parameter mit Ausnahme des Markers CTCC 
jeweils signifikant von beiden Bezugswerten (Nativ; Kapazitiert) ab (p < 0,05). Für den Para-
meter CTCC konnte mit 46,41% ± 14,50% in der nativen und 30,29% ± 10,84% in der 
calmodulinantagonisierten Fraktion bei deutlich niedrigerem Mittelwert kein signifikanter Un-
terschied (p > 0,05) ermittelt werden. 
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Tab. 4.4 Einfluss der Calmodulin-Antagonisierung auf Spermiogrammparameter, Kapazitationsstatus und 
Apoptosemarker in kapazitierten Spermatozoen. 
  Fraktion 1: 
Nativ 
Fraktion 2: 
Calmodulin-Antagonisierung 
Fraktion 3: 
Kapazitiert 
Spermiogrammparameter    
 Motilität (A) 15,74 ± 10,88 
2,3
 04,09 ± 07,09 
1,3
 33,46 ± 12,78 
1,2
 
 Motilität (A + B) 17,04 ± 13,11 
2,3
 04,66 ± 07,45 
1,3
 40,73 ± 15,83 
1,2
 
Kapazitationsstatus    
 Hyperaktivierung 02,39 ± 01,92 
2,3
 01,04 ± 01,88 
1,3
 14,44 ± 08,31 
1,2
 
 CTCA 52,88 ± 14,53 
2,3
 69,35 ± 11,05 
1,3
 27,79 ± 10,02 
1,2
 
 CTCC 46,41 ± 14,50 
3,0
 30,29 ± 10,84 
3,0
 71,21 ± 09,49 
1,2
 
Apoptosemarker    
 aCP-1 23,64 ± 17,28 
2,3
 74,41 ± 28,24 
1,3
 12,28 ± 08,37 
1,2
 
 aCP-3 14,38 ± 13,74 
2,3
 77,16 ± 25,78 
1,3
 10,30 ± 08,80 
1,2
 
 aCP-9 20,70 ± 16,97 
2,3
 77,87 ± 26,80 
1,3
 10,04 ± 06,34 
1,2
 
 iTMP 69,10 ± 15,68 
2,3
 21,66 ± 20,56 
1,3
 88,40 ± 08,16 
1,2
 
Spermiogrammparameter: Prozentualer Anteil progressiv motiler Spermien der Gruppen A bzw. A + B; Kapazita-
tionsstatus: Prozentualer Anteil hyperaktivierter, nicht-kapazitierter [CTCA] und kapazitierter Spermien [CTCC]; 
Apoptosemarker: Prozentualer Anteil an Spermien mit aktivierter CP-1, CP-3, CP-9 und intakten Mitochondrien 
[iTMP]; Anzahl untersuchter Proben: n = 19; hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zu anderen 
Fraktionen an (p < 0,05). 
 
4.1.1.5 Korrelationsanalyse der Spermiogrammwerte, Kapazitationsmarker und 
Apoptoseparameter 
Neben der Prüfung auf signifikante Unterschiede erfolgte eine Korrelationsanalyse der erho-
benen Messwerte. Dabei wurde ermittelt, ob und in welchem Ausmaß eine Änderung der 
Ausprägung eines Parameters x mit einer Änderung der Ausprägung eines Parameters y 
einhergeht. Die so in Form von Korrelationsgeraden visualisierten Zusammenhänge sind 
statistischer Natur und lassen daher nicht zwangsläufig auf eine direkte Kausalität schließen. 
Die untersuchten Spermiogrammwerte, Kapazitationsmarker und Apoptoseparameter lassen 
sich aufgrund der durchgeführten Korrelationsanalyse (Tab. 4.5, S.49) in zwei Gruppen ein-
teilen. Die erste Gruppe (in Tabelle grün markiert) umfaßt die Parameter Motilität A, Motilität 
A + B, HA, CTCC, und iTMP, welche untereinander positiv korrelieren, während CTCA, aCP-
1, aCP-3 und aCP-9 zur zweiten Gruppe (in Tabelle rot markiert) gehören und untereinander 
ebenfalls positiv korrelieren. Für Korrelationen zwischen den verschiedenen Gruppen 
besteht stets ein negativer Zusammenhang. 
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Tab. 4.5 Korrelation Spermiogrammwerte, Kapazitationsmarker und Apoptoseparameter. 
Motilität 
A 
n = 89 
R = 0,909 
p < 0,001 
n = 89 
R = 0,579 
p < 0,001 
n = 85 
R = -0,664 
p < 0,001 
n = 87 
R = 0,668 
p < 0,001 
n = 56 
R = -0,502 
p < 0,001 
n = 57 
R = -0,520 
p < 0,001 
n = 59 
R = -0,441 
p < 0,001 
n = 50 
R = 0,592 
p < 0,001 
 
Motilität 
A + B 
n = 89 
R = 0,670 
p < 0,001 
n = 85 
R = -0,721 
p < 0,001 
n = 87 
R = 0,732 
p < 0,001 
n = 56 
R = -0,525 
p < 0,001 
n = 57 
R = -0,520 
p < 0,001 
n = 59 
R = -0,482 
p < 0,001 
n = 50 
R = 0,601 
p < 0,001 
 
HA 
n = 85 
R = -0,720 
p < 0,001 
n = 87 
R = 0,742 
p < 0,001 
n = 56 
R = -0,367 
p = 0,005 
n = 57 
R = -0,486 
p < 0,001 
n = 59 
R = -0,384 
p = 0,003 
n = 50 
R = 0,443 
p = 0,001 
 
CTCA 
n = 91 
R = -0,995 
p < 0,001 
n = 59 
R = 0,475 
p < 0,001 
n = 60 
R = 0,455 
p < 0,001 
n = 60 
R = 0,403 
p = 0,001 
n = 48 
R = -0,575 
p < 0,001 
 
CTCC 
n = 60 
R = -0,491 
p < 0,001 
n = 61 
R = -0,460 
p < 0,001 
n = 61 
R = -0,436 
p < 0,001 
n = 48 
R = 0,567 
p < 0,001 
 
aCP-1 
n = 61 
R = 0,732 
p < 0,001 
n = 60 
R = 0,932 
p < 0,001 
n= 50 
R = -0,863 
p < 0,001 
 
aCP-3 
n = 61 
R = 0,732 
p < 0,001 
n = 50 
R = -0,805 
p < 0,001 
 
aCP-9 
n = 50 
R = -0,807 
p < 0,001 
  
iTMP 
 
Spermiogrammwerte: Motilität A, Motilität A + B; Kapazitationsmarker: HA, CTCA, CTCC; Apoptoseparameter: 
aCP-1, aCP-3, aCP-9, iTMP; statistischer Test: Spearmans Rangkorrelation; linke, untere Hälfte: Scatterplots mit 
Korrelationsgeraden; rechte, obere Hälfte: n = Anzahl gültiger Werte, R = Rangkorrelationskoeffizient, Signifi-
kanz bei p < 0,05. 
 
4.1.2 Regulation der Proteinkinase-B-Aktivität durch Calpain und 
Calmodulin 
Die Untersuchung der PKB-Regulation erfolgte unter Verwendung der Spenderejakulate von 
neun gesunden Probanden nach Zellaufbereitung mittels DGZ und anschließender Aliquotie-
rung (Abb. 4.2, S.50). Eine der insgesamt vier Teilproben wurde nativ belassen (Kontrolle 
nativ), eine weitere wurde kapazitiert (Kontrolle kapazitiert). Die zwei verbleibenden Aliquote 
wurden in Gegenwart eines Calmodulin-Antagonisten bzw. eines Calpain-Inhibitors kapazi 
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tiert. Aufgrund der limitierten Gesamtzellzahl je Ejakulat wurde auf die Verwendung des CP-
1-Inhibitors verzichtet. Im Anschluß an die Kapazitation wurde die Zellzahl in jedem Ansatz 
bestimmt und eine jeweils gleiche Menge Spermatozoen lysiert. Die Bestimmung der in den 
Lysaten vorhandenen katalytischen Aktivitätskonzentration der PKB erfolgte unter Verwen-
dung des PhosphoDetect-ELISA-Assays, der zunächst etabliert und optimiert werden muss-
te. Zu Bestimmung der spezifischen katalytischen Aktivität (Aktivitäts-Konzentrations-Quo-
tient) der PKB wurden zusätzlich mit Hilfe des RC DC Protein Assays die jeweiligen Protein-
konzentrationen ermittelt.  
 
4.1.2.1 Einfluss von Calpain und Calmodulin auf die Proteinkinase-B-Aktivität ejaku-
lierter Spermatozoen 
Die Aktivität der Proteinkinase B wurde in Lysaten von Spermienfraktionen, die unter unter-
schiedlichen Kapazitationsbedingungen inkubiert worden waren, unter Verwendung eines 
ELISA-Verfahrens ermittelt (Tab. 4.6, S.51). 
Die Bestimmung der PKB-Aktivitäten in Gegenwart des Calpain-Inhibitors und des Cal-
modulin-Antagonisten ergab im Vergleich zu den nativen und den in Abwesenheit von 
Hemmstoffen kapazitierten Zellen ähnliche Resultate. Der Unterschied zwischen nativen und 
kapazitierten Zellen ist bei p = 0,086 statistisch noch nicht signifikant. Für die Kapazitation 
bei gleichzeitiger Calpain-Inhibition wurde ein Aktivitätswert von 2,45 U/ml ± 0,54 U/ml ermit-
telt, der sich signifikant von der PKB-Aktivität der kapazitierten Probe (2,93 U/ml ± 0,58 U/ml) 
unterscheidet (p = 0,038). Die in den Lysaten vorhandenen Proteinmengen waren äquiva-
Proben
Dichtegradientenzentrifugation
Kontrolle
nativ
Kontrolle
kapazitiert
Calpain-
Inhibition
Calmodulin-
Antagonisierung
Kapazitation
Bestimmung und Einstellen der Zellzahl
Evaluation:
Proteinkinase B-Aktivität (PhosphoDetect-Assay)
Lysierung der Spermatozoen
 
Abb. 4.2 Versuchsdesign zur Untersuchung des Einflusses von Calpain und Calmodulin auf die PKB-Aktivität ejaku-
lierter humaner Spermatozoen. Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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lent. Allein für die native und die kapazitierte Fraktion musste eine statistisch signifikante 
Abweichung konstatiert werden. Der Vergleich der spezifischen katalytischen Aktivitäten, 
also der Aktivitäts-Konzentrations-Quotienten, ergab keine statistisch signifikanten Unter-
schiede. 
 
Tab. 4.6 Einfluss der Calpain-Inhibition und der Calmodulin-Antagonisierung auf die PKB-Aktivität ejakulierter, 
humaner Spermatozoen. 
 1) Nativ 2) Kapazitiert 3) Kapazitation + 
Calpain-Inhibitor 
4) Kapazitation + 
Calmodulin-Antagonist 
Katalytische Aktivitäts-
konzentration [U/ml] 
2,47 ± 0,62 
3
 2,93 ± 0,58 
3
 2,45 ± 0,54 
2
 2,69 ± 0,61 
Proteinkonzentration 
[mg/ml] 
1,13 ± 0,16 
2
 1,28 ± 0,19 
1
 1,25 ± 0,16 
3
 1,16 ± 0,15 
Spezifische katalytische 
Aktivität der PKB [U/mg] 
2,27 ± 0,81 
3
 2,29 ± 0,38 
3
 2,00 ± 0,64 
3
 2,33 ± 0,53 
Anzahl untersuchter Proben: n = 9; hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zu anderen Fraktionen 
an (p < 0,05). 
 
4.2 Evaluation der immunomagnetischen Zellseparation bzgl. 
Integrität und Fertilisierungspotenzial ejakulierter und kryo-
konservierter humaner Spermatozoen 
Die Untersuchung des Einflusses der MACS-Separation auf die Integrität und das Ferti-
lisierungspotential der resultierenden Zellfraktionen erfolgte unter Verwendung frischer sowie 
kryokonservierter Spermien (Abb. 4.3, S.52). Die Ejakulate von 16 Spendern wurden mittels 
DGZ aufbereitet und zunächst in 3 Fraktionen aufgeteilt: 1/5 der Zellen wurde als native Kon-
trolle unbehandelt belassen, 1/5 wurde tiefgefroren und diente nach dem Auftauen als kryo-
konservierte Kontrolle, 3/5 wurden immunomagnetisch separiert. Die ANMB(+)-Zellen und 
eine Hälfte der ANMB(-)-Fraktion wurden nicht weiter behandelt, während die zweite Hälfte 
ANMB(-) Zellen kryokonserviert und wieder aufgetaut wurde. Im Anschluß wurden die Para-
meter Motilität, Caspasenaktivierung, mitochondriale Integrität und PS-Externalisierung be-
stimmt. Darüber hinaus wurde im HOP-Test das Fertilisierungspotential anhand der Anzahl 
der penetrierten Oozyten sowie durch Bestimmung des Oozytenpenetrationsindexes eva-
luiert. 
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Proben
Dichtegradientenzentrifugation
Kontrolle 
nativ
Kontrolle
kryokonserviert
MACS-
Separation
ANMB(-)
ANMB (-)
kryokonserviert
ANMB(+)
ANMB (-)
nativ
Kryo-
konservierung
Kryo-
konservierung
Evaluation:
Motilität (CASA) - Caspasenaktivierung (FLICA-Assay)
mitochondriale Integrität (MitoSensor-Assay) - PS-Externalisierung (PS-Antikörper-Assay)
Fertilisierungspotential (HOP-Test)
 
Abb. 4.3 Versuchsdesign zur Untersuchung des Einflusses der immunomagnetischen Zellseparation und der 
Kryokonservierung auf Motilität, Apoptose und Fertilisierungspotential ejakulierter humaner Spermatozoen. Quelle 
siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
 
4.2.1 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf Funktions-
parameter und Apoptosemarker ejakulierter und kryo-
konservierter Spermatozoen  
Im Rahmen dieses Experimentes wurde die MACS-Auftrennung von Spermatozoen in ein 
bestehendes Standardaufbereitungsverfahren (DGZ) für Ejakulate integriert (DGZ + MACS) 
und mit dem Standardverfahren allein verglichen. Die Evaluation erfolgte anhand der Motilität 
als klassischem Spermiogrammparameter sowie durch die Quantifizierung von Apoptose-
markern (aCP-3, iTMP, ePS). Alle Untersuchungen erfolgten sowohl unter Verwendung fri-
scher als auch kryokonservierter Zellen. 
 
4.2.1.1 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf die Motilität ejakulier-
ter und kryokonservierter humaner Spermatozoen  
Die Summe motiler Spermatozoen der Kategorie A + B wurde im nativen Ejakulat (Prä-DGZ), 
nach DGZ und nach MACS-Auftrennung (DGZ + ANMB(+/-)), bestimmt (Tab. 4.7, Abb. 4.4, 
S.53). In den durch alleinige DGZ aufbereiteten Zellen wurde die Motilität unmittelbar nach 
DGZ (Post-DGZ) als auch erneut nach Ablauf der für die MACS-Auftrennung benötigen Zeit 
 53 
(DGZ) bestimmt, um den Einfluss der Dauer der MACS-Separation auf die Motilität zu beur-
teilen. 
 
Tab. 4.7 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf die Motilität ejakulierter humaner Spermatozoen. 
Probenbezeichnung Herkunft/Aufbereitung der Zellen und Analyse Motilität A + B 
1) Prä-DGZ Nativ (Ejakulat), Analyse nach Ejakulation 54,0  5,1 
2,3,4,5,6,7
 
2) Post-DGZ DGZ, Analyse unmittelbar nach DGZ 74,4  7,2 
1,4,5,6,7
 
3) DGZ DGZ, erneute Analyse der Post-DGZ-Zellen (siehe 
Fraktion 2) nach MACS-äquivalenter Inkubationszeit 
76,2  8,6 
1,4,5,6,7
 
4) DGZ+ANMB
(-)
 DGZ + MACS, Analyse Annexin-negativer Zellen 83,2  8,1 
1,2,3,5,6,7
 
5) DGZ+ANMB
(+)
 DGZ + MACS, Analyse Annexin-positiver Zellen 19,2  9,7 
1,2,3,4,6,7
 
6) DGZ+Kryo DGZ + Kryokonservierung, Analyse nach Auftauen 34,6  8,5 
1,2,3,4,5
 
7) DGZ+ANMB
(-)
+Kryo DGZ + MACS + Kryokonservierung, Analyse Annexin-
negativer Zellen nach Auftauen 
37,5  7,5 
1,2,3,4,5
 
Prozentualer Anteil motiler Spermien der Kategorien A + B nach WHO; Anzahl untersuchter Proben: n = 16; 
hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zu anderen Fraktionen an (p < 0,05). 
 
Die Motilität der Spermatozoen im unbehandelten Ejakulat (Prä-DGZ, 54,0%  5,1%) konnte 
durch Aufbereitung mittels DGZ auf 74,4%  7,2% (Post-DGZ, p = 0,0004) bzw. 76,2%  
8,6% (DGZ, p = 0,0004) signifikant gesteigert werden. Eine weitere signifikante Verbesse-
rung der Motilität wurde durch den additiven Einsatz des MACS-Verfahrens nach dem 
Depletionsprinzip erreicht (DGZ+ANMB(-): 83,2%  8,1%, p = 0,0004 vs. Prä-DGZ und vs. 
Post-DGZ, p = 0,002 vs. DGZ). Die nach dem Selektionsprinzip gewonnene ANMB(+)-Frak-
tion nach DGZ hingegen besaß eine Motilität von nur 19,2%  9,7% und wies damit insge-
samt den schlechtesten Funktions-
wert auf. Für die nach der jeweili-
gen Aufbereitung kryokonservierten 
Zellen (DGZ+Kryo: 34,6%  8,5%; 
DGZ+ANMB(-)+Kryo: 37,5%  7,5%) 
konnten untereinander keine Motili-
tätsunterschiede konstatiert werden 
(p = 0,1). Gegenüber den frischen 
Zellen wiesen die korrespondieren-
den kryokonservierten Fraktionen 
(DGZ vs. DGZ+Kryo und DGZ+ 
ANMB(-) vs. DGZ+ANMB(-) +Kryo) 
jedoch signifikant niedrigere Motili-
täten auf (jeweils p < 0,001). 
Motilität A + B
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Abb. 4.4 Prozentualer Anteil progressiv motiler Spermien (Katego-
rie A + B). Fraktionen analog Tab. 4.7: 1) Prä-DGZ, 2) Post-DGZ, 
3) DGZ, 4) DGZ+ANMB
(-)
, 5) DGZ+ANMB
(+)
, 6) DGZ+Kryo, 7) 
DGZ+ANMB
(-)
+Kryo. Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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4.2.1.2 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf die Caspasen-
aktivierung ejakulierter und kryokonservierter humaner Spermatozoen 
Mit der Bestimmung des Ausmaßes an Caspase-3-Aktivierung sollte ein zentrales Element 
der apoptotischen Signaltransduktionskaskade untersucht werden (Tab. 4.8). Gesunde 
Spermatozoen weisen geringe Aktivitätswerte dieser Proteinase auf, während in apop-
totischen Zellen Caspase-3 verstärkt aktiviert wird. 
 
Tab. 4.8 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf die Caspase-3-Aktivität ejakulierter humaner 
Spermatozoen.  
Frische Zellen Kryokonservierte Zellen 
1) DGZ 2) DGZ+ANMB
(-)
 3) DGZ+ANMB
(+)
 4) DGZ+Kryo 5) DGZ+ANMB
(-)
+Kryo
 
8,9  8,1 
2,3,4,5
 3,7  1,2 
1,3,4,5
 57,6  16,1 
1,2,4,5
 34,7  10,5 
1,2,3,5
 38,8  9,7 
1,2,3,4
 
Prozentualer Anteil an Spermien mit aktivierter CP-3; Anzahl untersuchter Proben: n = 16; hochgestellte Zahlen 
zeigen signifikante Unterschiede zu anderen Fraktionen an (p < 0,05). 
 
Im Mittel war nach alleiniger DGZ in 8,9%  8,1% der Zellen aCP-3 nachzuweisen. Durch 
Kombination der DGZ mit der immunomagnetischen Zellseparation konnte der Anteil aCP-3-
positiver Zellen auf 3,7%  1,2% in der DGZ+ANMB(-)-Fraktion signifikant reduziert werden 
(p = 0,001). Die höchste CP-3-Aktivität von 57,6%  16,1% wiesen die ANMB(+)-Zellen nach 
DGZ auf (p < 0,05 im Vergleich zu 
allen anderen Fraktionen). Der Ver-
gleich der einander entsprechenden 
Fraktionen frischer und kryokonser-
vierter Zellen zeigte, dass durch die 
Kryokonservierung CP-3 verstärkt 
aktiviert wurde (DGZ vs. DGZ+Kryo: 
p = 0,0015; DGZ+ANMB(-) vs. DGZ 
+ANMB(-)+Kryo: p = 0,001). Bemer-
kenswerterweise war in den nach 
einfacher DGZ kryokonservierten 
Spermatozoen mit 34,7%  10,5% 
ein signifikant niedrigerer Anteil 
aCP-3 nachzuweisen als in der 
nach DGZ und MACS kryokonservierten ANMB(-)-Fraktion (aCP-3: 38,8%  9,7%; p = 0,048). 
 
CP-3-Aktivierung
1 2 3 4 5
0
10
20
30
40
50
60
70
80
 
Abb. 4.5 Prozentualer Anteil an Spermien mit aktivierter CP-3. 
Fraktionen analog Tab. 4.8: 1) DGZ, 2) DGZ+ANMB
(-)
, 3) 
DGZ+ANMB
(+)
, 4) DGZ+Kryo, 5) DGZ+ANMB
(-)
+Kryo. Quelle 
siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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4.2.1.3 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf die mitochondriale In-
tegrität ejakulierter und kryokonservierter humaner Spermatozoen 
Neben der Aktivierung von CP-3 stellt auch der Zusammenbruch des transmembranösen 
mitochondrialen Potentials ein zentrales Ereignis im Apoptoseablauf dar. Aufgrund der her-
ausragenden Bedeutung der mitochondrialen Funktionen für den Energiehaushalt hat deren 
Beeinträchtigung weitreichende Konsequenzen für die betroffene Zelle und wurde daher die 
in die Untersuchungen einbezogen. 
 
Tab. 4.9 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf die mitochondriale Integrität ejakulierter Sperma-
tozoen. 
Frische Zellen Kryokonservierte Zellen 
1) DGZ 2) DGZ+ANMB
(-)
 3) DGZ+ANMB
(+)
 4) DGZ+Kryo 5) DGZ+ANMB
(-)
+Kryo 
87,9  11,1 
2,3,4,5
 92,2  8,4 
1,3,4,5
 39,1  15,7 
1,2
 30,2  16,9 
1,2
 32,3  17,4 
1,2
 
Prozentualer Anteil an Spermien mit intakten Mitochondrien; Anzahl untersuchter Proben: n = 16; hochgestellte 
Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zu anderen Fraktionen an (p < 0,05). 
 
 
 
 
 
Wie aus Tab. 4.9 sowie Abb. 4.6 ersichtlich ist, wiesen die frischen, DGZ-behandelten Zellen 
mit 87,9%  11,1% einen sehr hohen Anteil intakter Mitochondrien auf. Eine weitere, statis-
tisch signifikante (p = 0,0043) Steigerung konnte durch Nutzung des MACS-Verfahrens in 
der DGZ+ANMB(-)-Fraktion (92,2%  8,4%) erreicht werden. Die ANMB(+)-Fraktion nach DGZ 
besaß mit 39,1%  15,7% hingegen deutlich weniger Zellen mit intakten Mitochondrien 
(DGZ+ANMB(+) vs. DGZ: p = 0,001; DGZ+ANMB(+) vs. DGZ+ANMB(-): p = 0,0004). Die bei-
den kryokonservierten Zellfraktio-
nen zeigten mit 30,2%  16,9% 
(DGZ+Kryo) bzw. 32,3%  17,4% 
(DGZ+ANMB(-) +Kryo) einen etwa 
gleichen mitochondrialen Intakt-
heitsgrad ( p> 0,05). Der Vergleich 
der analog aufbereiteten frischen 
und kryokonservierten Spermien 
lässt jedoch einen signifikanten 
Verlust intaker Mitochondrien nach 
Kryokonservierung erkennen (DGZ 
vs. DGZ+Kryo: p = 0,0022; DGZ+ 
ANMB(-) vs. DGZ+ANMB(-) +Kryo: 
p = 0,001). 
 
Mitochondriale Integrität
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Abb. 4.6 Prozentualer Anteil an Spermien mit intakten Mitochond-
rien. Fraktionen analog Tab. 4.9: 1) DGZ, 2) DGZ+ANMB
(-)
, 3) 
DGZ+ANMB
(+)
, 4) DGZ+Kryo, 5) DGZ+ANMB
(-)
+Kryo. Quelle 
siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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4.2.1.4 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf die Externalisierung 
von Phosphatidylserin in ejakulierten und kryokonservierten humanen 
Spermatozoen 
Der in diesem Experiment durchgeführten Bestimmung des Anteils an Spermatozoen mit 
ePS (Tab. 4.10, Abb. 4.7) kommt eine zweifache Bedeutung zu. Externalisiertes PS ist ein 
charakteristischer Marker apoptotischer Zellen und stellt gleichzeitig die molekulare Zielstruk-
tur für das MACS-Verfahren dar. Somit fungiert ePS als interner Kontrollparameter für den 
Erfolg der immunomagnetischen Separation.  
 
Tab. 4.10 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf die Externalisierung von Phosphatidylserin eja-
kulierter Spermatozoen.  
Frische Zellen Kryokonservierte Zellen 
1) DGZ 2) DGZ+ANMB
(-)
 3) DGZ+ANMB
(+)
 4) DGZ+Kryo 5) DGZ+ANMB
(-)
+Kryo 
5,8  3,2 
3,4,5
 (n=4)  3,4  1,7 
3,4,5
 54,9  18,1 
1,2,4,5
 25,7  19,0 
1,2,3
 31,3  14,3 
1,2,3
 
Prozentualer Anteil an Spermien mit externalisiertem Phosphatidylserin; Anzahl untersuchter Proben: n = 16; 
hochgestellte Zahlen zeigen signifikante Unterschiede zu anderen Fraktionen an (p < 0,05). 
 
 
 
 
 
In der DGZ-Fraktion konnte an 5,8%  3,2% der untersuchten Zellen ePS nachgewiesen 
werden. Vergleichbar niedrige Werte wurden in der ANMB(-)-Fraktion nach DGZ (3,4%  
1,7%; p > 0,05) gefunden. Die 
ANMB(+)-Zellen hingegen waren er-
wartungsgemäß durch einen signifi-
kant höheren Prozentsatz von 
Spermatozoen mit ePS charakteri-
siert (54,9%  18,1%; DGZ+ 
ANMB(+) vs. DGZ+ANMB(-): 
p = 0,0004; DGZ+ANMB(+) vs. DGZ: 
p = 0,001). Im Gegensatz zu den 
entsprechenden frischen Zellen 
konnte zwischen beiden kryokon-
servierten Fraktionen kein signifi-
kanter Unterschied gefunden wer-
den (DGZ+Kryo: 25,7%  19,0%; 
DGZ+ANMB(-)+Kryo: 31,3%  14,3%; p = 0,2). 
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Abb. 4.7 Prozentualer Anteil an Spermien mit externalisiertem 
Phosphatidylserin. Fraktionen analog Tab. 4.10: 1) DGZ, 2) DGZ+ 
ANMB
(-)
, 3) DGZ+ANMB
(+)
, 4) DGZ+Kryo, 5) DGZ+ANMB
(-)
+Kryo. 
Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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4.2.2 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf das 
Fertilisierungspotenzial ejakulierter und kryokonservierter 
humaner Spermatozoen im In-vitro-Modell 
Das Fertilisierungspotential der unterschiedlich aufbereiteten Spermienfraktionen wurde an-
hand des HOP-Tests unter Verwendung sowohl frischer als auch kryokonservierter Zellen 
untersucht. Als Evaluationsparameter dienten der prozentuale Anteil penetrierter Oozyten 
und der Oozytenpenetrationsindex. 
 
4.2.2.1 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf die Oozytenpenetration 
Für jeden Arm des Experimentes wurden 20 Oozyten nach dreistündiger Inkubationszeit 
untersucht. Eine Eizelle galt dann als penetriert, wenn mindestens ein dekondensierter Kern 
mit zugehörigem Spermienschwanz nachgewiesen werden konnten (Abb. 4.8). Der prozen-
tuale Anteil erfolgreich penetrierter Oozyten ist in Tab. 4.11 sowie Abb. 4.9 (S.58) dargestellt. 
 
Tab. 4.11 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf die Oozytenpenetration.  
Frische Zellen Kryokonservierte Zellen 
1) DGZ 2) DGZ+ANMB
(-)
 3) DGZ+ANMB
(+)
 4) DGZ+Kryo 5) DGZ+ANMB
(-)
+Kryo 
33,8  6,9 
2,3,4,5
 44,5  12,6 
1,3,4,5
 20,8  5,3 
1,2
 18,7  6,6 
1,2,5
 24,6  9,8 
1,2,4
 
Prozentualer Anteil penetrierter Oozyten; Anzahl untersuchter Proben: n = 16; hochgestellte Zahlen zeigen signi-
fikante Unterschiede zu anderen Fraktionen an (p < 0,05). 
 
  
Abb. 4.8 HOP-Test. Durchgängige Pfeile: Penetrierende Spermien mit Kopfdekondensation. Stern: Nicht-
penetrierende Spermien. Unterbrochene Pfeile: Penetrierende Spermien ohne Kopfdekondensation. Quelle siehe 
Abb.-Verzeichnis S. A 
 
Die durch alleinige DGZ aufbereiteten Spermien konnten 33,8%  6,9% der Oozyten penet-
rieren. Nach zusätzlicher Anwendung der MACS-Separation konnte der Anteil penetrierter 
Oozyten auf 44,5%  12,6% in der DGZ+ANMB(-)-Fraktion gesteigert werden (p = 0,006). Die 
ANMB(+)-Zellen nach DGZ penetrierten mit nur 20,8%  5,3% signifikant weniger Eizellen als  
* * 
* 
* 
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die DGZ-Fraktion (p = 0,0007) oder 
die ANMB(-)-Spermien (p = 0,0004). 
Die Kryokonservierung verursachte 
eine Reduktion des Anteils pene-
trierter Oozyten um etwa die Hälfte 
auf 18,7%  6,6% (DGZ+Kryo) bzw. 
auf 24,6%  9,8% (DGZ+ANMB(-) 
+Kryo). Dabei zeigte sich, dass die 
kryokonservierten ANMB(-)-Zellen 
mehr Eizellen penetrieren können 
als die nur mittels DGZ aufbereite-
ten tiefgefrorenen Spermien 
(DGZ+Kryo vs. DGZ+ANMB(-)+ 
Kryo: p = 0,019). 
 
4.2.2.2 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf den Oozyten-
penetrationsindex 
Ein weiteres Maß für das Fertilisationspotenzial ist der Oozytenpenetrationsindex. Er gibt die 
durchschnittliche Anzahl erfolgreich penetrierender Spermatozoen je untersuchter Eizelle an 
(Abb. 4.10; Tab. 4.12, S.59). 
Im nur mittels DGZ behandelten Arm wurde jede Eizelle von durchschnittlich 1,5  0,6 Sper-
mien penetriert. Analog zu anderen zuvor bestimmten Parametern konnte durch Verwen-
dung von ANMB(-)-Zellen eine signifikante (p = 0,01) Steigerung auf 1,8  0,3 erzielt werden. 
Demgegenüber sank der OPI in der 
ANMB(+)-Fraktion auf 1,2  0,4 
(DGZ vs. DGZ+ ANMB(+): p = 0,019; 
DGZ+ ANMB(-) vs. DGZ+ANMB(+): 
p = 0,001). Der Vergleich der ein-
ander entsprechenden Fraktionen 
frischer und kryokonservierter Zel-
len zeigte, dass durch Kryokon-
servierung die Anzahl penetrieren-
der Spermien signifikant abnahm 
(DGZ vs. DGZ+Kryo: p = 0,03; DGZ 
+ANMB(-) vs. DGZ+ANMB(-)+Kryo: 
p = 0,0019). Auch zwischen den 
Oozytenpenetration
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Abb. 4.9 Prozentualer Anteil penetrierter Oozyten. Fraktionen 
analog Tab. 4.11: 1) DGZ, 2) DGZ+ANMB
(-)
, 3) DGZ+ANMB
(+)
, 4) 
DGZ+Kryo, 5) DGZ+ANMB
(-)
+Kryo. Quelle siehe Abb.-Verzeichnis 
S. A 
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Abb. 4.10 Prozentualer Anteil penetrierter Oozyten. Fraktionen 
analog Tab. 4.12: 1) Prä-DGZ, 2) Post-DGZ, 3) DGZ, 4) DGZ+ 
ANMB
(-)
, 5) DGZ+ANMB
(+)
. Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
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kryokonservierten Proben selbst (DGZ+Kryo: 1,1  0,2; DGZ+ANMB(+)+Kryo: 1,4  0,4) wur-
de ein signifikanter Unterschied zugunsten der ANMB(-)-Fraktion (p = 0,006) gefunden.  
 
Tab. 4.12 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf den Oozytenpenetrationsindex. 
Frische Zellen Kryokonservierte Zellen 
1) DGZ 2) DGZ+ANMB
(-)
 3) DGZ+ANMB
(+)
 4) DGZ+Kryo 5) DGZ+ANMB
(-)
+Kryo 
1,5  0,6 
2,3,4
 1,8  0,3 
1,3,4,5
 1,2  0,4 
1,2
 1,1  0,2 
1,2,5
 1,4  0,4 
2,4
 
Anzahl penetrierender Spermatozoen je Oozyten; Anzahl untersuchter Proben: n = 16; hochgestellte Zahlen 
zeigen signifikante Unterschiede zu anderen Fraktionen an (p < 0,05). 
 
4.2.3 Korrelationsanalyse 
4.2.3.1 Korrrelation der Spermiogrammwerte und Apoptosemarker 
Wie aus Tab. 4.13 ersichtlich ist, bestand eine statistisch signifikante Korrelation zwischen 
allen aufgeführten Parametern. Dabei korrelierte die Spermienmotilität einerseits positiv mit  
 
Tab. 4.13 Korrelation der erhobenen Spermiogrammwerte und Apoptoseparameter. 
Motilität A + B vs. 
aCP-3 iTMP ePS 
R = -0,830 R = 0,807 R = -0,711 
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 
   
aCP-3 vs. iTMP vs. 
iTMP ePS ePS 
R = -0,695 R = 0,861 R = -0,597 
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 
   
Spermiogrammwerte: Motilität A + B; Apoptoseparameter: aCP-3, iTMP, ePS; Diagramme: Scatterplots mit Kor-
relationsgeraden; Statistischer Test: Spearmans Rangkorrelation, R = Rangkorrelationskoeffizient, Signifikanz 
bei p < 0,05. Quelle siehe Abb.-Verzeichnis S. A 
 
dem Anteil intakter Mitochondrien (Motilität A + B vs. iTMP: R = 0,807), während sie anderer-
seits sowohl mit gesteigerter CP-3-Aktivierung (Motilität A + B vs. aCP-3: R = -0,830) als 
auch mit zunehmender PS-Externalisierung (Motilität A + B vs. ePS: R = -0,711) abnahm. 
Ausgeprägte Abhängigkeiten waren auch für die Apoptoseparameter untereinander zu kon-
statieren. Für den Anteil intakter Mitochondrien konnte eine negative Korrelation sowohl zur 
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Menge aktivierter CP-3 (aCP-3 vs. iTMP: R = -0,695) als auch zum Ausmaß der PS-Exter-
nalisierung (iTMP vs. ePS: R = -0,597) ermittelt werden. Weiterhin zeigte sich, dass die CP-
3-Aktivierung und das Ausmaß an externalisiertem PS (aCP-3 vs. ePS: R = 0,861) positiv 
miteinander korrelierten. 
 
4.2.3.2 Korrelation der Fertilitätsparameter 
Auch für die erhobenen Fertilitätsparameter konnte eine Abhängigkeit im Sinne einer positi-
ven Korrelation ermittelt werden. Es zeigte sich, dass die Zunahme des prozentualen Anteils 
penetrierter Oozyten mit einem Anstieg des OPI einhergeht (Tab. 4.14). 
 
Tab. 4.14 Korrelation der erhobenen Fertilitätsparameter untereinander. 
Parameter 1 Parameter 2 R p  
Oozytenpenetration Oozytenpenetrationsindex 0,443 < 0,001 
 
Fertilitätsparameter: Oozytenpenetration, Oozytenpenetrationsindex; Diagramm: Scatterplot mit Korrelationsgera-
den; Statistischer Test: Spearmans Rangkorrelation, R: Rangkorrelationskoeffizient, Signifikanz bei p < 0,05. 
 
4.2.3.3 Korrelation der Fertilitätsparameter mit Spermiogrammwerten bzw. 
Apoptosemarkern 
Tab. 4.15 Korrelation der erhobenen Fertilitätsparameter mit Spermiogrammwerten und Apoptosemarkern. 
Oozytenpenetration vs. 
Motilität A + B aCP-3 iTMP ePS 
R = 0,701 R = -0,611 R = 0,671 R = -0,501 
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 
    
Oozytenpenetrationsindex vs. 
Motilität A + B aCP-3 iTMP ePS 
R = 0,523 R = -0,443 R = 0,487 R = -0,329 
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001 p = 0,008 
    
Fertilitätsparameter: Oozytenpenetration, Oozytenpenetrationsindex; Spermiogrammwerte: Motilität A + B; 
Apoptosemarker: aCP-3, iTMP, ePS; Diagramme: Scatterplots mit Korrelationsgeraden; Statistischer Test: Spear-
mans Rangkorrelation, R: Rangkorrelationskoeffizient, Signifikanz bei p < 0,05. 
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In Tab. 4.15 (S.60) sind die Daten zur Korrelation der Fertilitätsparameter mit den erhobenen 
Spermiogrammwerten und Apoptosemarkern dargestellt. Es zeigte sich dabei, dass die Moti-
lität und das Vorhandensein intakter Mitochondrien positiv mit dem Anteil penetrierter Oozy-
ten und mit dem Oozytenpenetrationsindex korrelierten (Motilität A + B vs. Oozytenpene-
tration: R = 0,701; iTMP vs. Oozytenpenetration: R = 0,671). Für das Ausmaß an Caspase-3-
Aktivierung bzw. PS-Externalisierung wurden negative Korrelationen ermittelt (aCP-3 vs. 
Oozytenpenetration: R = -0,611; ePS vs. Oozytenpenetration: R = -0,501). In Bezug auf den 
Oozytenpenetrationsindex verhielten sich die erhobenen Spermiogrammwerte und 
Apoptoseparameter analog. 
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5 Diskussion 
5.1 Kapazitationsassoziierte Signaltransduktion in ejakulierten 
Spermatozoen 
5.1.1 Funktionelle Bedeutung von Caspase-1, Calpain und Calmodulin 
5.1.1.1 Kapazitationsabhängige Dynamik von Funktionsparametern und Apoptose-
markern ejakulierter Spermatozoen 
Mit Hilfe des in Kap. 4.1 (S. 43) beschriebenen Experimentes sollte die Bedeutung von 
Caspase-1, Calpain und Calmodulin im Rahmen der Kapazitation humaner Spermatozoen 
untersucht werden. 
Im ersten Schritt wurden native und kapazitierte Spermien verglichen, um die 
kapazitationsassoziierte Dynamik der ausgewählten Messparameter zu untersuchen 
(Tab. 4.1, S. 44). Das erfolgreiche Durchlaufen der Kapazitation wurde mit Hilfe des CTC-
Assays überwacht. Dabei zeigte sich, dass eine dreistündige Inkubation der Proben in An-
wesenheit von RSA und CO2 einen adäquaten Kapazitationsreiz darstellt. Der Anteil nicht-
kapazitierter Spermien (CTCA) sank (-25,09 Prozentpunkte), während der Anteil kapazitierter 
Zellen (CTCC) in gleichem Maße anstieg (+24,8 Prozentpunkte). Das Kapazitationsmuster 
CTCB wurde aufgrund seines seltenen Auftretens (nur ca. 1% aller untersuchten Spermato-
zoen) in den Ergebnistabellen nicht aufgeführt. Der jeweilige Prozentsatz läßt sich jedoch mit 
folgender Formel ermitteln: CTCA + CTCB + CTCC = 100%. 
Die mittels CASA durchgeführte Motilitätsanalyse ergab eine Steigerung der normal-
aktivierten Motilitäten A (+17,72 Prozentpunkte) bzw. A + B (+23,69 Prozentpunkte) auf etwa 
das Doppelte der Nativwerte. Für den Anteil hyperaktivierter Zellen konnte ein Anstieg auf 
das Siebenfache (+12,05 Prozentpunkte) ermittelt werden. Die hier beschreibenen Modifika-
tionen des Motilitätsmusters versetzen die Spermien in die Lage, sich im weiblichen Repro-
duktionstrakt zielgerichtet auf die Eizelle hin zu bewegen und diese erfolgreich zu penetrie-
ren (Ho und Suarez 2001, Peedicayil et al. 1997, Stauss et al. 1995). Da die Hyperaktivie-
rung ein Charakteristikum kapazitierter Zellen darstellt, lassen die oben aufgeführten Ergeb-
nisse zusammen mit denen des CTC-Assays auf eine suffiziente Kapazitation schließen. 
Als weiteres Ergebnis der Kapazitation konnte eine signifikante Reduktion der Caspasen-
aktivierung beobachtet werden. Diese Reduktion entspricht für die Initiatorcaspase-1 und 
Caspase-9 etwa einer Halbierung der Nativwerte (aCP-1: -11,36 Prozentpunkte; aCP-9: -
10,66 Prozentpunkte), während für die Effektorcaspase-3 ein Abfall um rund ein Drittel (-4,08 
Prozentpunkte) konstatiert wurde. Die Verringerung der Caspasenaktivität fiel für die unter-
suchte Effektorcaspase (aCP-3) somit deutlich geringer aus als für die Initiatorcaspasen 
(aCP-9). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Untersuchungen, welche die Aktivierung 
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von Initiatorcaspasen als reversiblen Prozess betrachten, wohingegen eine Aktivierung der 
Caspase-3 den irreversiblen Beginn der Endstrecke der Apoptosesignalkaskade markiert 
(Green und Amarante-Mendes 1998). 
Vorarbeiten hatten gezeigt, dass in ejakulierten Spermien gesunder Probanden pro-apop-
totische Stimuli vorrangig über mitochondriale Signalwege (Typ-II-Apoptose) transduziert 
werden (Grunewald 2003, Grunewald et al. 2001, Grunewald et al. 2004, Martin et al. 2007, 
Paasch et al. 2004). Neben der Untersuchung der Caspase-9-Aktivierung diente die Evalua-
tion der mitochondrialen Integrität anhand des MitoSensor-Assays zum weiteren Monitoring 
der mitochondrialen Apoptosekaskade. Die kapazitierten Spermatozoen wiesen im Vergleich 
zur nativ belassenen Fraktion einen signifikant höheren Anteil an Zellen mit intakten Mito-
chondrien (+19,3 Prozentpunkte) auf. In Anbetracht des gesteigerten Energiebedarfs kapazi-
tierter Spermien durch Motilitätssteigerung bzw. Hyperaktivierung, aber auch durch die not-
wendige Signaltransduktion, erscheint eine suffiziente Energieproduktion intakter Mitochond-
rien als eine grundlegende Voraussetzung. Es ist jedoch davon auszugehen, dass eine 
supplementäre ATP-Synthese via Glykolyse möglich und notwendig ist (Turner 2006). 
Zusammenfassend kann aus den erhaltenen Befunden abgeleitet werden, dass die Kapazi-
tation erfolgreich stattfand (erkennbar am vermehrt auftretenden CTCC-Fluoreszenzmuster 
sowie der gesteigerten Motilität) und eine antiapoptotische Wirkung (weniger Caspasen-
aktivierung, mehr intakte Mitochondrien) auf die betroffenen Spermien hat. Die Frage, inwie-
fern der beobachtete Rückgang des Anteils aktiver Caspasen durch eine vermehrte Inaktivie-
rung oder aber durch eine geringere Aktivierung bedingt ist, kann anhand der durchgeführten 
Untersuchungen nicht beantwortet werden. 
 
5.1.1.2 Einfluss der Caspase-1-Inhibition auf Funktionsparameter und Apoptose-
marker ejakulierter Spermatozoen 
Die exakte Funktion von Caspase-1 in humanen Spermatozoen ist bis heute noch nicht voll-
ständig verstanden. Experimentelle Befunde zeigten, dass diese Caspase einer „Cross-
Aktivierung“ durch andere Caspasen im Rahmen der Apoptose unterliegt (Grunewald et al. 
2005, Paasch et al. 2004). In somatischen Zellen wird Caspase-1 eine Beteiligung bei der 
Zytokinprozessierung sowie eine proinflammatorische Wirkung zugeschrieben. Die Beobach-
tung einer ebenfalls in somatischen Zellen stattfindenden Caspase-1-vermittelten Proteolyse 
von Calpastatin, einem natürlichen Calpain-Inhibitor, mit konsekutiver Steigerung der 
Calpainfunktion läßt eine Interaktion apoptotischer und kapazitationsassoziierter Signaltrans-
duktionskomponenten möglich erscheinen (Wang et al. 1998). 
In Rahmen der durchgeführten Experimente konnte ein deutlicher kapazitationsanta-
gonistischer Effekt der Caspase-1-Inhibition nachgewiesen werden (Tab. 4.2, S.45). Im Ver-
gleich mit der in Abwesenheit des Hemmstoffs kapazitierten Spermatozoenfraktion zeigte 
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sich nach Caspase-1-Inhibition ein signifikant geringerer Anteil hyperaktivierter und kapazi-
tierter Zellen bei gleichzeitiger Zunahme des Anteils nicht-kapazitierter Zellen. Demgegen-
über konnten keine signifikanten Änderungen der Motilität, der mitochondrialen Integrität 
oder der Caspasenaktivierung (aCP-1, aCP-3) beobachtet werden. Die für Caspase-9 ermit-
telte Differenz von nur 2,66 Prozentpunkten zwischen kapazitierter und inhibierter Probe er-
reicht bei geringer Mittelwertdifferenz und großer Standardabweichung das angegebene 
Signifikanzniveau. Dass es sich hierbei um einen rein mathematischen Effekt handelt kann 
nicht ausgeschlossen werden. 
Entgegen der Erwartung konnte durch Applikation des Hemmstoffes keine Reduktion der 
Caspase-1-Aktivität mit Hilfe des FLICA-Assays ermittelt werden. Ein funktionelles Versagen 
des CP-1-Inhibitors erscheint in Anbetracht der nachgewiesenen kapazitationsinhibitorischen 
Wirkung eher unwahrscheinlich. Eine plausible Erklärung für dieses scheinbar paradoxe 
Verhalten ergibt sich aus funktionellen Aspekten der verwendeten Substanzen. Sowohl der 
Inhibitor als auch das zur Aktivitätsbestimmung eingesetzte FLICA-Reagenz konkurrieren um 
Bindungsplätze im aktiven Zentrum der Caspase. Der reversibel angelagerte, während des 
gesamten Inkubationsvorganges wirkende Inhibitor wird möglicherweise durch das an glei-
cher Stelle angreifende, aber kovalent bindende FLICA-Reagenz verdrängt. Da letzteres 
jedoch erst unmittelbar vor der Aktivitätsmessung zugesetzt wird, ist die eigentliche Wirkung 
des Inhibitors während der Inkubation nicht kompromittiert. Andere Studien zur Untersu-
chung dieses Phänomens postulieren eine zusätzliche Bindung des FLICA-Reagenzes au-
ßerhalb des aktiven Zentrums der Caspasenmoleküle (Darzynkiewicz und Pozarowski 2007, 
Pozarowski et al. 2003). In beiden Fällen ist es möglich, trotz suffizienter Inhibition der 
Caspasenfunktion, unveränderte Fluoreszenzwerte zu messen und im Sinne einer unbeein-
trächtigten Caspasenaktivierung zu (mis)interpretieren. Dementsprechend kann für Caspase-
1 eine Beteiligung am Kapazitationsvorgang postuliert werden. 
 
5.1.1.3 Einfluss der Calpain-Inhibition auf Funktionsparameter und Apoptosemarker 
ejakulierter Spermatozoen 
Wie auch bei Caspase-1 ist wenig über die funktionelle Bedeutung von Calpain in humanen 
Spermatozoen bekannt. In somatischen Zellen trägt Calpain u.a. zu Bewegungs- und Fusi-
onsprozessen bei, agiert aber auch proapoptotisch (Porn-Ares et al. 1998). Untersuchungen 
an Spermien lassen vermuten, dass die Calpainaktivierung zusätzlich sowohl zur Motilität als 
auch zur Akrosomenreaktion beiträgt (Ozaki et al. 2001). Unterstrichen wird dies durch die 
Lokalisation von Calpain und seinem Inhibitor Calpastatin zwischen äußerer Akrosomen- und 
Plasmamembran (Yudin et al. 2000). 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit (Tab. 4.3, S.46) zeigen, dass sich die Gegenwart 
eines Calpain-Inhibitors weder auf die normal-aktivierte Motilität noch auf die mitochondriale 
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Integrität oder die Caspasenaktivierung (aCP-1, aCP-3) auswirkt. Für Caspase-9 hingegen 
ergab sich eine geringe, statistisch jedoch signifikante Aktivitätsänderung (Calpain-Inhibition: 
11,25% ± 6,66%; Kapazitation: 10,04% ± 6,34%). Aufgrund der nur geringen Differenz der 
Mittelwerte sowie der relativ großen Standardabweichungen ist kritisch zu hinterfragen, ob 
dem ermittelten Unterschied ein physiologisches Korrelat zugeordnet werden kann. 
Im Rahmen des Kapazitationsmonitorings zeigte sich eine Einschränkung der Kapazitations-
fähigkeit der Calpain-inhibierten Zellen. Gegenüber der in Abwesenheit des Inhibitors kapazi-
tierten Fraktion konnte ein deutlicher Anstieg nicht-kapazitierter Spermatozoen (CTCA: 
+10,26 Prozentpunkte) nachgewiesen werden und eine Abhnahme des Anteils kapazitierter 
Spermien (CTCC: -9,89 Prozentpunkte) nachgewiesen werden. Gleichzeitig war im Vergleich 
zum in Abwesenheit des Inhibitors kapazitierten Arm eine Reduktion hyperaktivierter Zellen 
(-7,44 Prozentpunkte) zu beobachten. 
Im Gegensatz zu somatischen Zellen, in denen Calpain proapoptotische Effekte bewirkt 
(Porn-Ares et al. 1998), konnte eine Apoptose-Stimulation in kapazitierenden Spermien im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden, weder anhand einer Caspa-
senaktivierung noch in Bezug auf die mitochondriale Integrität. 
In einer an Hamstereizellen durchgeführten Studie wurden sogar antiapoptotische Wirkun-
gen von Calpain nach proapoptotischer (Typ-I- und Typ-II-Apoptose) Stimulation ausge-
macht. Allein nach Applikation von Thapsigargin, einem Typ-III-Apoptose-Induktor, oder 
A23187, einem Calciumionophor, wurde eine Calpainaktivierung beobachtet (Lu et al. 2002). 
Interessanterweise gelten diese beiden Substanzen jedoch nicht als Apoptoseinduktoren in 
Spermatozoen. Vielmehr werden sie experimentell zur Auslösung der Akrosomenreaktion 
genutzt (Brucker und Lipford 1995, Meizel und Turner 1993), deren Ablauf durch Calpain-
inhibition kompromittiert wird (Ozaki et al. 2001). Neben einem Rückgang des Anteils akro-
somenreagierter, kapazitierter Spermien (CTCC), konnte durch die Hemmung der Calpain-
funktion eine verringerte Hyperaktivierung beobachtet werden. Für Calpain läßt sich somit 
eine Rolle bei der Kapazitation humaner Spermatozoen konstatieren. Ein ausgeprägter 
Cross-Talk zwischen Kapazitation und Apoptose erscheint hier jedoch eher unwahrschein-
lich. 
 
5.1.1.4 Einfluss der Calmodulin-Antagonisierung auf Funktionsparameter und 
Apoptosemarker ejakulierter humaner Spermatozoen 
Calcium ist von essentieller Bedeutung für die Regulation von Stoffwechselprozessen sowie 
im Rahmen der zellulären Signaltransduktion. Erwartungsgemäß hatte die Antagonisierung 
des intrazellulären Calciumsensors Calmodulin schwerwiegende Auswirkungen auf die Integ-
rität und Funktionalität der betroffenen Spermien (Tab. 4.4, S.48). Trotz Calpain- und 
Caspase-1-Inhibition folgten die entsprechend behandelten Zellen im Allgemeinen dem 
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durch die Kapazitation vorgegebenen Trend (bessere Motilität, mehr kapazitierte Zellen, we-
niger Caspasenaktivierung, mehr intakte Mitochondrien) und wiesen Messwerte auf, deren 
Niveau sich stets zwischen dem der nativen und dem der kapazitierten Vergleichsgruppe 
befand. Demgegenüber führte die Anwesenheit des Calmodulin-Antagonisten Ophiobolin A 
während der Kapazitation zu deutlich schlechteren Messwerten, nicht nur im Vergleich zur 
kapazitierten Probe sondern auch zur nativen Kontrolle. Die Anzahl motiler, hyperaktivierter, 
mitochondrienintakter sowie kapazitierter und akrosomenreagierter Zellen sank dramatisch, 
während die Caspasen-1, -3 und -9 ebenso deutlich verstärkt aktiviert wurden. Diese Ergeb-
nisse stützen Befunde früherer Untersuchungen, welche Hinweise auf eine Calciumabhäng-
igkeit sowohl der Hyperaktivierung (Si und Olds-Clarke 2000) und der Akrosomenreaktion 
(Zeng und Tulsiani 2003) als auch der Apoptose in Spermien (Bejarano et al. 2008) lieferten. 
Das große absolute Ausmaß der durch die Calmodulin-Antagonisierung hervorgerufenen 
Veränderungen (70-80% apoptotische, nicht-kapazitierte Zellen; nur 4% motile bzw. 1% hy-
peraktivierte Spermien; nur 20% intakte Mitochondrien), insbesonere im Vergleich zur Cal-
pain- und Caspase-1-Inhibition, spricht für eine außerordentliche Bedeutung von Calcium 
bzw. Calmodulin für die Zelle sowie für eine vielschichtige Verflechtung in multiple zelluläre 
Signalwege und Stoffwechselprozesse. 
 
5.1.1.5 Korrelationsanalyse 
In der Einleitung wurden die bekannten Mechanismen und funktionelle Aspekte der Apop-
tose und der Kapazitation erörtert (Kap. 2.1 - Kap. 2.3). Diese funktionellen Zusammenhänge 
ließen sich durch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten auch statis-
tisch beschreiben (Tab. 4.5, S.49). So korrelieren einerseits Vorhandensein kapazitierter, 
akrosomenreagierter Zellen (CTCC), hohe Motilität (Motilität A, Motilität A + B, HA) als auch 
mitochondriale Integrität (iTMP) untereinander signifikant positiv („Kapazitationsgruppe“). 
Andererseits korreliert die Caspasenaktivierung (aCP-1, -3, -9) deutlich positiv mit dem Vor-
handensein nicht-kapazitierter, akrosomenintakter (CTCA) Zellen („Apoptosegruppe“). Diese 
Ergebnisse stützen und bestätigen die bekannten Vorstellungen vom Apoptose- und Kapazi-
tationsablauf. Gleichzeitig dienen sie als interne Kontrolle für die sachgerechte Durchführung 
der Experimente und weisen auf eine hohe Prozessqualität hin. Da zwischen beiden be-
schriebenen Gruppen eine negative Korrelation ermittelt wurde, ist von einem antagonisti-
schen Verhältnis von Apoptose und Kapazitation auszugehen. 
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5.1.2 Einfluß von Calpain und Calmodulin auf die Proteinkinase-B-
Aktivität ejakulierter humaner Spermatozoen 
Die in Kap. 5.1.1.1 diskutierten Experimente zeigen eine stark antiapoptotische Wirkung der 
Kapazitation auf humane Spermien. Da vor allem in der jeweiligen Signaltransduktion weit 
downstream stattfindende Ereignisse (Membranveränderungen, Caspasenaktivierung, Motili-
tät) untersucht wurden, ist eine Aussage über relevante upstream ablaufende Prozesse nicht 
oder nur begrenzt möglich. In diesem Kontext erscheint es berechtigt, die an einer Vielzahl 
zellulärer Signalpfade beteiligte Proteinkinase B in eine Analyse des Kapazitationsvorganges 
einzubeziehen. Wie in Kap. 2.2.2.8 dargestellt, reguliert PKB apoptoseassoziierte Proteine – 
darunter CP-7, -9, Apaf-1, NF-B, Mitglieder der Bcl-2-Familie wie Bad und Bcl-2 sowie 
Transkriptionsfaktoren der Forkhead-Familie – durch Phosphorylierung und besitzt als Ser/ 
Thr-Kinase neben Proteinkinase A möglicherweise auch Einfluß auf die Motilität. Bisher 
konnte in Spermien die Phosphorylierung noch nicht genau identifizierter Proteine im Rah-
men der Kapazitation nachgewiesen werden (Nauc et al. 2004). 
Nach Etablierung des PhosphoDetect-Assays und dessen Anpassung an eine Verwendung 
von Spermienlysaten konnte im daraufhin durchgeführten Inhibitionsexperiment in allen Ar-
men PKB-Aktivität nachgewiesen werden (Tab. 4.6, S.51). Dabei konnten keine Unterschie-
de zwischen den unterschiedlich behandelten Fraktionen ermittelt werden, weder in Hinblick 
auf die bestimmten Proteinkonzentrationen, noch auf die gemessenen Aktivitätskonzentrati-
onen oder die berechneten spezifischen katalytischen Aktivitäten. Zwar fanden sich statis-
tisch signifikante Unterschiede hinsichtlich der Proteinkonzentration zwischen den nativen 
und den kapazitierten Proben sowie in Bezug auf die Aktivitätskonzentration zwischen der 
kapazitierten und der calpaininhibierten Fraktion, deren Relevanz ist jedoch kritisch zu hinter-
fragen. Gerade in Anbetracht fehlender Korrelate bei den weiteren zwei erhobenen Parame-
tern ist eine reale Abweichung eher fraglich. 
Für die oben beschriebenen Proteinphosphorylierungen durch PKB im Rahmen der Kapazi-
tation (Nauc et al. 2004) ließ sich keine korrelierende Steigerung der Kinaseaktivität nach-
weisen. Ein zentraler Beitrag des Enzyms zur Kapazitationsregulation kann durch die erhal-
tenen Daten nicht verifiziert werden. 
Die calmodulinantagonisierten Zellen der zuvor beschriebenen Experimente waren durch 
den größten Anteil nicht-kapazitierter, apoptotischer Spermatozoen charakterisiert (Kap. 
5.1.1.4). Da die Calmodulin-Hemmung jedoch selbst hier keine signifikante Abweichung der 
PKB-Aktivität im Vergleich zur nativen oder kapazitierten Fraktion erzeugte, ist davon auszu-
gehen, dass die apoptotische Wirkung nicht durch eine PKB-Suppression hervorgerufen 
wurde. Weiterhin läßt das Fehlen einer Auswirkung der Enzyminhibition bzgl. der PKB-
Aktivität auf eine funktionell nachgeordnete Stellung der gehemmten Proteine schließen. 
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Auch die Existenz rückkoppelnder Signalpfade wird durch die vorhandenen Ergebnisse nicht 
unterstützt. 
Bei der Interpretation der vorliegenden Daten ist zu beachten, dass die gemessenen PKB-
Aktivitäten insgesamt relativ gering ausfielen und das Signifikanzniveau möglicherweise erst 
bei deutlich größeren Fallzahlen erreicht würde. 
 
5.2 Evaluation der immunomagnetischen Zellseparation bzgl. 
Integrität und Fertilisierungspotenzial ejakulierter und kryo-
konservierter humaner Spermien 
5.2.1 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf Funktions-
parameter und Apoptosemarker ejakulierter und kryo-
konservierter humaner Spermatozoen 
5.2.1.1 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf Funktionsparameter 
und Apoptosemarker ejakulierter humaner Spermatozoen 
Primäres Ziel des in Kap. 4.2 beschriebenen Experimentes war die Feststellung, ob und in-
wiefern etablierte Spermienaufbereitungsprotokolle von der Implementierung des MACS-Ver-
fahrens profitieren können. Als Referenzverfahren diente die einfache Dichtegradientenzen-
trifugation (DGZ vs. DGZ+MACS). Zunächst erfolgte die Evaluation anhand der Parameter 
Zellmotilität, Caspasenaktivierung, mitochondriale Integrität sowie Externalisierung von 
Phosphatidylserin (Abb. 4.3, S.52).  
Ein Vergleich der beiden Aufbereitungsverfahren mit der unbehandelten Nativprobe konnte 
auf Grund der limitierenden Gesamtzellzahl je Ejakulat nur anhand der Motilitätsanalyse er-
folgen (Tab. 4.7, S.53). Der Anteil motiler Zellen stieg nach einfacher DGZ bereits um 20 
Prozentpunkte (Prä-DGZ vs. Post-DGZ) bzw. 22 Prozentpunkte (Prä-DGZ vs. DGZ) an und 
konnte durch additive MACS-Auftrennung signifikant um weitere 10 Prozentpunkte (Post-
DGZ vs. DGZ+ANMB(-)) bzw. 7 Prozentpunkte (DGZ vs. DGZ+ANMB(-)) gesteigert werden. 
Ein negativer Einfluß der für die MACS-Separation benötigten zusätzlichen Zeit (ca. 20 - 30 
min) konnte im Rahmen der Motilitätsanalyse ausgeschlossen werden (Post-DGZ vs. DGZ). 
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Voruntersuchungen, die für die Kombination von 
DGZ mit immunomagnetischer Separation den größten Nutzen bzgl. der resultierenden 
Spermatozoenqualität ergaben. Als Vergleichsverfahren kamen einfaches Waschen in HTF, 
einfache DGZ und einfache MACS-Auftrennung zum Einsatz (Said et al. 2006). 
Parallel zu der Evaluation der Spermienfunktionalität mittels Motilitätsanalyse erfolgte die 
Charakterisierung des Apoptosestatus anhand der Caspase-3-Aktivierung, des Anteils an 
Zellen mit intakten Mitochondrien sowie der Externalisierung von Phosphatidylserin (Tab. 4.8 
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– Tab. 4.10, S.54–56). Der letztgenannte Parameter diente nicht nur dem Apoptosemoni-
toring, sondern auch der Effizienzüberwachung der immunomagnetischen Zellseparation. Es 
zeigte sich ein drastischer Unterschied zwischen den nach MACS-Auftrennung erhaltenen 
Fraktionen. Die der MACS-Theorie nach apoptotischen, PS-externalisierenden und somit 
durch Annexin V-Micro Beads markierbaren Spermatozoen wiesen erwartungsgemäß signi-
fikant mehr ePS auf (DGZ+ANMB(+): 54,9%  18,1%) als die nicht-markierbaren Zellen 
(DGZ+ANMB(-): 3,4%  1,7%). Der relativ geringe Anteil an ePS-positiven Zellen im nicht 
separierten Aliquot (DGZ: 5,8%  3,2%) unterscheidet sich nicht signifikant von dem der 
DGZ+ANMB(-)-Fraktion. Dieses Resultat ist möglicherweise durch den schon initial hohen 
Anteil ePS-negativer Zellen im DGZ-Arm zu erklären. Dennoch spricht der große Anteil ePS-
positiver Spermatozoen der DGZ+ANMB(+)-Fraktion (54,9%  18,1%) für ein nicht zu ver-
nachlässigendes Risiko bei der Verwendung von allein durch DGZ fraktionierten Zellen bei 
der assistierten Reproduktion. 
Auch für die weiterhin untersuchten Apoptosemarker ergaben sich ähnliche Verhältnisse 
(Tab. 4.8, S.54; Tab. 4.9, S.55). Im DGZ-Arm fiel die Aktivierung von Caspase-3 (8,9%  
8,1%) gering aus. Gleichzeitig war ein hoher Anteil Zellen mit intakten Mitochondrien (87,9% 
 11,1%) nachweisbar. Die bereits sehr guten Werte konnten durch anschließende MACS-
Auftrennung weiter signifikant verbessert werden. Neben einem reduzierten Vorkommen 
aktivierter CP-3 (3,7%  1,2%) zeigten sich in der DGZ+ANMB(-)-Fraktion auch mehr Sper-
matozoen mit intakten Mitochondrien (92,2%  8,4%). Eine gegenläufige Situation war für die 
DGZ+ANMB(+)-Aliquote zu konstatieren, deren Zellen durch ein hohes Ausmaß an Caspase-
3-Aktivierung (57,6%  16,1%) und durch einen Mangel an intakten Mitochondrien (39,1%  
15,7%) charakterisiert sind.  
 
5.2.1.2 Einfluss der Kryokonservierung auf Funktionsparameter und Apoptose-
marker ejakulierter humaner Spermatozoen 
Da im Rahmen der assistierten Reproduktion sehr häufig kryokonservierte Spermien genutzt 
werden müssen, erschien es sinnvoll, auch deren Funktionsstatus zu charakterisieren. Tem-
porär eingefroren und untersucht wurden sowohl mittels einfacher DGZ aufbereitete Proben 
als auch ein Teil der aus kombinierter DGZ- und MACS-Auftrennung resultierenden ANMB(-) 
Fraktion (Abb. 4.3, S.52). 
Anhand der untersuchten Funktions- und Apoptosemarker läßt sich für die Kryokonser-
vierung ein erheblicher negativer Effekt konstatieren (Tab. 4.7 - Tab. 4.10, S.53–56). Die 
kryokonservierten Zellen wiesen, unabhängig vom verwendeten Aufbereitungsverfahren, sig-
nifikant schlechtere Funktionsparameter auf als die analog aufbereiteten, nicht kryokonser-
vierten Spermatozoen. Als schädigende Faktoren wurden u.a. die Temperaturschwankungen 
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während des Gefrier- und Auftauvorgangs sowie die Bildung von Eiskristallen identifiziert 
(Watson 2000). 
In Übereinstimmung mit früheren Untersuchungen war eine erhebliche Kompromittierung der 
mitochondrialen Integrität infolge der Gefrierprozesse zu beobachten (Donnelly et al. 2000). 
Die prozentuale Anteil an Zellen mit intakten Mitochondrien ging nach Kryokonservierung auf 
ca. ein Drittel des Ausgangsniveaus zurück (DGZ vs. DGZ+Kryo, DGZ+ANMB(-) vs. DGZ+ 
ANMB(-)+Kryo). Aufgrund des herausragenden Stellenwertes der Mitochondrien für die zellu-
läre Energieversorgung (Evenson et al. 1982) erscheint die ebenfalls nachgewiesene, Kryo-
assoziierte Reduktion der energieabhängigen Progressivmotilität auf weniger als die Hälfte 
des Ursprungswertes folgerichtig und bestätigt vorherige Experimente (Donnelly et al. 2001). 
Die Kryokonservierung beeinträchtigt nicht nur physiologische Zellfunktionen, sondern stellt 
einen ausgeprägten proapoptotischen Stimulus dar, erkennbar an einer verstärkten Cas-
pase-3-Aktivierung sowie dem vermehrt externalisierten Phosphatidylserin. Bereits bekannt 
ist, dass durch den Prozess des Gefrierens und Auftauens Membranbestandteile wie Phos-
phatidylserin vom inneren Blatt in das äußere Blatt der Plasmamembran transloziert werden 
(Schuffner et al. 2001). Für beide Apoptosemarker steht einer Verfünffachung der Meßwerte 
der nur mittels DGZ aufbereiten Spermatzoen (DGZ vs. DGZ+Kryo) ein Zuwachs auf das 
etwa Zehnfache in den zusätzlich mit MACS behandelten Proben (DGZ+ANMB(-) vs. DGZ+ 
ANMB(-)+Kryo) gegenüber. Eine Ursache für diese stark differierende Beeinträchtigung ist 
anhand der durchgeführten Experimente nicht zu erkennen. 
Betrachtet man die mit der Kryokonservierung einhergehenden Veränderungen der unter-
suchten Apoptosemarker unter Berücksichtigung ihrer Stellung innerhalb der Apoptose-
signalkaskade, ergibt sich ein interessanter Sachverhalt: Die Kryokonservierung war mit ei-
ner Änderung der Anzahl intakter Mitochondrien etwa um den Faktor 3 verbunden, während 
für die weiter downstream gelegene Caspasenaktivierung bzw. PS-Externalisierung eine 
Steigerung um einen Faktor 5 bzw. 10 (siehe vorangehender Absatz) konstatiert werden 
konnte. Dies spricht möglicherweise für die Existenz anderer während der Kryokonser-
vierung aktivierter Signalpfade. Untersuchungen der Leipziger andrologischen Arbeitsgruppe 
haben jedoch gezeigt, dass die mitochondriale Apoptose die vorrangige Form des program-
mierten Zelltodes in Spermatozoen darstellt (Grunewald et al. 2005, Paasch et al. 2004). 
Dabei kommt dem Verlust der mitochondrialen Integrität als Apoptoseauslöser eine zentrale 
Bedeutung zu. Dieser These entsprechend können geringe Änderungen des mitochondrialen 
Status zu überproportional starken Veränderungen downstream gelegenter Apoptoseindi-
katoren führen. 
Im direkten Vergleich der kryokonservierten Fraktionen (DGZ+Kryo vs. DGZ+ANMB(-)+Kryo) 
zeigt sich nur für die Caspasenaktivierung ein signifikanter Unterschied. Allerdings ließ sich 
entgegen der Erwartung nach DGZ- und MACS-Aufbereitung (38,8%  9,7%) signifikant 
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(p = 0,048) mehr aCP-3 nachweisen als nach einfacher DGZ (34,7%  10,5%). Weder für die 
Progressivmotilität, die mitochondriale Integrität noch für die Externalisierung von PS erga-
ben sich relevante Abweichungen. Damit stehen die Ergebnisse dieses Experimentes im 
Widerspruch zu Vorarbeiten, die der Kombination aus DGZ und MACS-Separation einen 
Benefit anhand der Kriterien Motilität und mitochondriale Integrität attestieren konnten 
(Grunewald et al. 2006, Said et al. 2005c). Unter Berücksichtigung des Umfangs der Kryo-
assoziierten negativen Veränderungungen, erscheint es plausibel zu vermuten, dass der 
Stress der Kryokonservierung den ursprünglichen Vorteil der MACS-Trennung, zumindest in 
Hinblick auf die hier untersuchten Parameter (Caspase-3-Aktivierung, Phosphatidylserin-
externalisierung, mitochondriale Integrität) egalisiert. Gleichzeitig bleibt zu konstatieren, dass 
die kombiniert aufbereiteten Zellen nach Kryokonservierung der entsprechenden DGZ-
Fraktion weitestgehend ebenbürtig sind. Inwiefern die zusätzliche Aufarbeitung mittels MACS 
sinnvoll ist, kann daher für die kryokonservierten Spermien nur anhand der spermalen Funk-
tionalität, also anhand des Fertilisierungspotentials entschieden werden. 
 
5.2.2 Einfluss der immunomagnetischen Zellseparation auf das 
Fertilisierungspotenzial ejakulierter und kryokonservierter 
humaner Spermatozoen im In-vitro-Modell 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die immunomagnetische Zellseparation in der Lage 
ist, aus bereits mittels DGZ aufbereiten Ejakulaten weitere beeinträchtigte Spermien zu ext-
rahieren, galt es, die Befruchtungsfähigkeit der aufbereiteten Zellen zu untersuchen. Die 
Evaluation des Fertilisierungspotenzials erfolgte dabei unter Berücksichtigung der im HOP-
Test ermittelten Parameter Oozytenpenetration (prozentualer Anteil penetrierter Oozyten, 
%pO) als auch Oozytenpenetrationsindex (Anzahl penetrierender Spermatozoen je Eizelle, 
OPI).  
Beide Parameter zeigen, dass die Kombination aus DGZ und MACS in der Lage ist, das 
Fertilisierungspotenzial der entsprechend aufbereiteten Zellfraktionen zu steigern (Tab. 4.11, 
S.57; Tab. 4.12, S.59). Die Werte der frischen, mittels einfacher DGZ aufbereiteten Spermien 
waren signifikant schlechter als jene der kombiniert aufgearbeiteten Zellen (DGZ vs. DGZ+ 
ANMB(-)). Dies zeigte sich bereits anhand der zuvor diskutierten Parameter Motilität, 
Caspase-3-Aktivierung, mitochondriale Integrität sowie Phosphatidylserinexternalisierung 
(Kap. 5.2.1.1). Auch für die kryokonservierten Proben konnte eine verbesserte Fertili-
sierungsfähigkeit nach zusätzlicher MACS-Aufarbeitung konstatiert werden (DGZ+Kryo vs. 
DGZ+ANMB(-)+Kryo). Interessanterweise findet sich hierfür jedoch kein Korrelat bei den Pa-
rametern Motilität, mitochondriale Integrität sowie Externalisierung von Phophatidylserin 
(Kap. 5.2.1.2), welche sich nicht signifikant von der DGZ-Fraktion unterschieden. Hingegen 
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wurde nach kombinierter Aufarbeitung sogar eine gesteigerte Caspase-3-Aktivierung gegen-
über den nur DGZ-aufbereiteten Zellen nachgewiesen. Diese Ergebnisse stehen jedoch nicht 
im Widerspruch zu der These, dass die Aufbereitung humaner Ejakulate durch eine kombi-
nierte Anwendung von DGZ und MACS optimiert werden kann. Vielmehr zeigen sie auf, dass 
Parameter wie die Motilität kein geeignetes bzw. zumindest kein ideales Kriterium für die 
Spermienselektion im Rahmen der assistierten Reproduktion darstellen. 
 
5.2.3 Korrelationsanalyse der Spermiogrammwerte, Apoptosemarker 
und Fertilitätsparameter 
Die Korrelationsanalyse der bei der Evaluation der MACS-Trennung humaner Spermien er-
hobenen Messwerte (Kap. 4.2.3) erlaubt, in Analogie zu den in Kap. 5.1.1.5 diskutierten Er-
gebnissen, eine Einordnung der untersuchten Parameter (Tab. 4.13; S.59) in eine „Kapazita-
tionsgruppe“ (Motilität, mitochondriale Integrität) und in eine „Apoptosegruppe“ (Caspase-3-
Aktivierung, Phosphatidylserinexternalisierung). Innerhalb einer Gruppe fanden sich stets 
positive Korrelationen, während Marker aus verschiedenen Gruppen negativ korrelierten.  
Die zusätzlich erhobenen Fertilitätsparameter (Oozytenpenetration, Oozytenpenetrations-
index) korrelieren untereinander (Tab. 4.14, S.60) sowie mit der Motilität und der mitochon-
drialen Integrität positiv, jedoch negativ zur Caspase-3-Aktivierung und Phosphatidylserinex-
ternalisierung (Tab. 4.15, S.60). Daher sind sie der „Kapazitationsgruppe“ zuzuordnen. 
Die hier wie auch in Kap. 5.1.1.5 erörterten Ergebnisse stützen die bekannten Vorstellungen 
zum Ablauf von Apoptose und Kapazitation und beschreiben beide Phänomene als antago-
nistische Prozesse. Zusätzlich weisen die klaren Korrelationsverhältnisse erneut auf eine 
adäquate Durchführung der Experimente hin. 
 
5.3 Bewertung der angewendeten Methoden und Ausblick 
Durch die Ergebnisse der vorstehend beschriebenen experimentellen Arbeiten konnten mo-
lekulare und funktionelle Aspekte der kapazitationsassoziierten Signaltransduktion sowie der 
Ejakulataufbereitung im Rahmen der ART näher charakterisiert werden. Gleichzeitig wurden 
Fragen aufgeworfen die in weiterführenden Experimenten untersucht wurden. 
Eine solche Frage betrifft die Funktion der in der vorliegenden Dissertation nicht berücksich-
tigten Rolle von Tyrosinphosphorylierungen unter kapazitativen Bedingungen. Es ist bekannt, 
dass der Kapazitationsvorgang mit einer signifikanten Steigerung der Phosphorylierung von 
Tyrosinresten spermaler Proteine einhergeht. Dieser Parameter ist daher zum Kapazitations-
monitoring geeignet. Parallel zu den in Kap. 4.1.1 geschilderten Untersuchungen wurden die 
unterschiedlich behandelten Spermien mittels Western Blot bezüglich der erfolgten 
Tyrosinphosphorylierung evaluiert (Grunewald et al. 2009a). Hier zeigte sich erwartungsge-
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mäß eine signifikant gesteigerte Phosphorylierung kapazitierter Proben gegenüber der nicht-
kapazitierten Kontrolle. Wurden dem Kapazitationsmedium Caspase-1- bzw. Calpain-Inhibi-
toren oder ein Calmodulin-Antagonist zugesetzt, waren keine relevanten Änderungen ge-
genüber der nicht-kapazitierten Fraktion zu beobachten. Diese Effekte stehen im Einklang 
mit den hier zuvor beschriebenen Ergebnissen. 
Im Ergebnis der durchgeführten Evaluation von Ejakulataufbereitungsverfahren in Bezug auf 
ihre Effektivität erwies sich die Kombination von DGZ und MACS sowohl bei der Nutzung 
frischer als auch kryokonservierter Zellen als wirksamer gegenüber der einfachen DGZ (Kap. 
5.2). Es stellt sich die Frage, ob die immunomagnetische Separation nicht allein ausreichend 
wäre. Hierzu wurden in einem weiteren Experiment einfache DGZ, DGZ + MACS sowie allei-
nige MACS verglichen (Said et al. 2005b). Die kombinierte Aufarbeitung war sowohl der ein-
fachen DGZ aber auch der alleinigen MACS-Behandlung überlegen. 
Die Evaluation des Fertilisierungspotentials erfolgte anhand des HOP-Tests. Dabei werden 
Eizellen in eine Spermiensuspension mit einer vergleichsweise hohen Zellkonzentration ge-
geben. In der reproduktionsmedizinischen Praxis stehen die dafür benötigten Zellzahlen je-
doch oft nicht zur Verfügung, weshalb dann die intrazytoplasmatische Spermieninjektion 
(ICSI) zur Anwendung kommt. Da der Befruchtungsvorgang hier ein anderer ist, nämlich 
Injektion eines einzigen Spermatozoons in eine Eizelle, können die Erkenntnisse aus den 
HOP-Tests nicht uneingeschränkt übertragen werden. Interessanterweise konnten entspre-
chende Untersuchungen jedoch keinen statistisch signifikanten Nutzen der Kombination von 
DGZ und MACS gegenüber einer einfachen DGZ für die Hamster-ICSI nachweisen (Said et 
al. 2005a). Dabei kamen jedoch nur Samenzellen gesunder Probanden ohne Fertilitätsstö-
rung zum Einsatz. Wurden andererseits Ejakulate von Infertilitätspatienten verwendet, waren 
auch hier die Ergebnisse nach DGZ + MACS besser als nach einfacher DGZ (Grunewald et 
al. 2009b). Einschränkend muß erwähnt werden, dass sowohl der HOP-Test als auch die 
ICSI unter Verwendung von Hamstereizellen erfolgten. Dabei kommt es nach Penetration 
der Hamstereizelle zu einer Kopfdekondensation des Spermiums, woraufhin der Befruch-
tungsprozess aufgrund der Speziesinkompatibilität jedoch abbricht. Diese Interspezies-
Modelle erlauben daher keine Aussagen über den Penetrations- und Dekondensationsvor-
gang hinaus. 
Ein wichtiger Aspekt der männlichen Infertilität ist das Vorhandensein von Aneuploidien, also 
Abweichungen vom normalen Chromosomensatz. Bei der Untersuchung von MACS-
aufbereiteten Spermien waren keine diesbezüglichen Unterschiede zwischen der nativen 
und den separierten Fraktionen nachzuweisen. Auch die Zellmorphologie bzw. der Anteil 
normomorpher Spermatozoen läßt sich nicht positiv beeinflussen (Grunewald 2008). 
Die immunomagnetische Separation kann – zumindest im experimentellen Setting – dazu 
beitragen, das Fertilisierungspotential der entsprechend aufbereiteten Spermien zu verbes-
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sern. Gegen eine klinische Anwendung sprechen jedoch noch methodische Einschränkun-
gen. So basiert die MACS-Auftrennung auf einer Anlagerung von Annexin-V-MicroBeads an 
apoptotische Spermien und – in weit geringerem Maße – auch an nicht-apoptotische Zellen. 
Bei der Befruchtung einer Eizelle durch ein nicht-apoptotisches Spermium im Rahmen der 
assistierten Reproduktion kann also eine akzidentelle Übertragung der MicroBeads nicht 
ausgeschlossen werden. Die möglichen Auswirkungen sind derzeit unbekannt. Durch die 
Herstellung spezieller Trennsäulen, gefüllt mit immotiler, Annexin-V-konjugierter Glaswolle, 
konnte dieses Problem umgangen werden. Im Gegensatz zum MACS-Verfahren kann auf 
MicroBeads völlig verzichtet werden. Dabei zeigten sich gute Ergebnisse hinsichtlich der 
Anreicherung nicht-apoptotischer Zellen (Grunewald et al. 2007). Eine weitere Charakterisie-
rung und Optimierung dieser Methode erscheint in Hinblick auf eine Zulassung zur klinischen 
Verwendung wünschenswert. 
Trotz der zuvor geschilderten potentiellen Risiken bei der Nutzung der immunomagnetischen 
Zellseparation zur Ejakulataufbereitung, ist das MACS-Verfahren beim Menschen zu An-
wendung gekommen. Im Rahmen einer prospektiven Studie wurden 196 Frauen zwischen 
Oktober 2007 und Januar 2008 in der Türkei behandelt. Bei 122 der Infertilitätspatientinnen 
wurden immunomagnetisch separierte, Annexin-V-negative Spermien für eine ICSI verwen-
det, während für weitere 74 Frauen in der Kontrollgruppe die Dichtegradientenzentrifugation 
zum Einsatz kam. Die Rate laborchemisch nachgewiesener Schwangerschaften war in der 
MACS-Gruppe signifikant höher, wohingegen für klinisch gesicherte Schwangerschaften bei 
p = 0,052 noch kein Signifikanzniveau erreicht wurde (Dirican et al. 2008). In der Publikation 
finden sich leider keine Aussagen zu den weiteren Verläufen wie beispielsweise Komplika-
tionsrisiken oder Geburtsraten. In argentinischen Fallberichten wird von insgesamt drei un-
auffälligen Schwangerschaften berichtet, welche zu zwei gesunden Lebendgeburten führten. 
Im dritten Fall war zum Zeitpunkt der Veröffentlichung erst das zweite Trimenon erreicht 
(Polak de und Denaday 2010, Rawe et al. 2010). 
Die vielversprechenden experimentellen Ergebnisse zur Anwendung der immuno-
magnetischen Zellseparation lassen das Potential dieses Trennverfahrens für die Reproduk-
tionsmedizin erahnen. Nachdem ein MACS-Kit (MACS GMP Annexin V Kit, Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach) als „ancilliary material“ für die Verwendung im Rahmen der IVF seit 
Kurzem zugelassen ist, besteht nun auch die Möglichkeit einer Anwendung im Rahmen der 
klinischen Praxis. Es bleibt zu untersuchen, ob und inwiefern sich Schwangerschafts-, Ge-
burts- und Komplikationsraten positiv beeinflussen lassen. 
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Trotz der weltweiten Bevölkerungsexplosion stellt die ungewollte Kinderlosigkeit von Paaren 
eine zunehmende Herausforderung für die moderne Medizin dar. Durch die Entwicklung und 
Verbesserung der assistierten Reproduktion konnte vielen Betroffenen der Kinderwunsch 
erfüllt werden. Dennoch ist die Behandlung, v.a. aufgrund ungenügender Erfolgsraten, für die 
Patienten eine nicht nur körperliche Belastung. Ursächlich hierfür sind unvollständige Kennt-
nisse der involvierten biologischen Prozesse und – daraus resultierend – suboptimale The-
rapiemethoden. Beispielhaft sind der Kapazitationsvorgang ejakulierter Spermien sowie de-
ren Aufbereitung im Rahmen der assistieren Reproduktion zu nennen. Während die physio-
logischen Grundlagen der Kapazitation nur partiell verstanden sind, basiert die Selektion der 
für die künstliche Befruchtung verwendeten Samenzellen häufig auf Parametern, die nur 
begrenzt Rückschlüsse auf deren tatsächliches Fertilisierungspotential erlauben. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, kapazitationsassoziierte Veränderungen humaner 
Spermien zu untersuchen und Optimierungspotentiale bezüglich der reproduktions-
medizinischen Ejakulataufbereitung aufzuzeigen. Ausgehend von dem in der Literatur ver-
fügbaren Wissensstand wurden dazu folgende Fragestellungen experimentell bearbeitet: 
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(1.1) Welche strukturellen und funktionellen Veränderungen sind mit der Kapazitation hu-
maner Spermatozoen verbunden?  
Verglichen wurden der Kapazitationsstatus, die Motilität sowie diverse Apoptose-
marker nativ belassender und kapazitierter Spermatozoen. 
(1.2) Welche Rolle spielen Caspase-1, Calpain und Calmodulin im Rahmen des 
Kapazitationsvorganges? 
Durch selektive Inhibition bzw. Antagonisierung dieser Proteine wurde deren Bedeu-
tung für die kapazitative Signaltransduktion anhand der unter Punkt 1.1 aufgeführten 
Parameter sowie durch Bestimmung der Proteinkinase-B-Aktivität untersucht. 
(2.1) Lassen sich etablierte Protokolle zur Ejakulataufbereitung im Rahmen der assistierten 
Reproduktion hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur Anreicherung fertiler Samenzellen durch 
die Integration der immunomagnetischen Zellseparation optimieren? 
Zur Beantwortung dieser Frage wurden Ejakulate mittels alleiniger Dichtegradienten-
zentrifugation (Standardverfahren) sowie alternativ durch eine Kombination aus 
Dichtegradientenzentrifugation und immunomagnetischer Zellseparation aufgearbei-
tet und der Funktions- und Apoptosestatus sowie die Fertilisierungsfähigkeit der an-
gereicherten Spermatozoen ermittelt. 
(2.2) Wird das Fertilisierungspotential der Spermien durch die im Rahmen der assistierten 
Reproduktion oft notwendige Kryokonservierung kompromittiert und ist eine positive 
Beeinflussung durch den Einsatz der immunomagnetischen Zellseparation möglich? 
Das unter Punkt 2.1 beschriebene Experiment wurde hierzu unter Verwendung so-
wohl frischer als auch kryokonservierter Spermien durchgeführt. 
 
Im Ergebnis der zu den Fragen 1.1 und 1.2 durchgeführten Untersuchungen konnte gezeigt 
werden, dass der Kapazitationsprozess in ejakulierten humanen Spermien mit einer Vielzahl 
zellulärer Veränderungen einhergeht.  
Der Ablauf der Kapazitation wurde anhand der Parameter Normalmotilität, hyperaktivierte 
Motilität sowie Membranfluoreszenzverhalten im Chlortetracyclin-Assay überwacht. Unter 
kapazititativen Bedingungen ließen sich eine deutliche Steigerung der Zellbeweglichkeit bis 
hin zur Hyperaktivierung und das vermehrte Auftreten kapazitationsassoziierter Fluoreszenz-
muster beobachten. Unter diesen Parametern konnte eine signifikante, positive Korrelation 
ermittelt werden. Weiterhin ging die Kapazitation mit einer deutlich verminderten Apoptose-
induktion, erkennbar anhand der untersuchten Apoptoseparameter Caspasenaktivierung und 
mitochondriale Integrität, einher. Unter diesen Markern war eine positive Korrelation zu 
ermitteln. In Zusammenschau mit einem Vorexperiment, welches in nicht-kapazitierten 
Spermien nach kapazitationsäquivalenter Inkubationszeit eine gesteigerte Apoptoseaktivität 
nachweisen konnte, ist von einem (zumindest partiellen) funktionellen Antagonismus von 
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Kapazitation und Apoptose auszugehen, der eine gegenseitige Regulation der jeweiligen 
Signalpfade plausibel erscheinen läßt. Unterstützt wird diese Hypothese durch die zwischen 
Kapazitations- und Apoptosemarkern bestehende negative Korrelation. 
Zum Überprüfung der postulierten inversen Regulation von Kapazitation und Apoptose wur-
den Spermien in Anwesenheit von Inhibitoren bzw. Antagonisten kapazitations- bzw. 
apoptoserelevanter Proteine (Caspase-1, Calpain, Calmodulin) kapazitiert. Die Hemmung 
von Caspase-1 bzw. Calpain führte zu keiner Änderung der kapazitativen Apoptose-
suppression, war jedoch mit einer deutlich eingeschränkten Kapazitationsfähigkeit verbun-
den. Beide Proteasen scheinen somit im Rahmen des Kapazitationsvorganges aktiv zu wer-
den. Eine regulatorische Funktion hinsichtlich der apoptotischen Signaltransduktion im 
Spermium kann anhand der vorliegenden Daten nicht attestiert werden. 
Die Calmodulinantagonisierung löste sowohl eine massive Apoptoseinduktion als auch eine 
ausgeprägte Kapazitationshemmung aus. Diese Befunde sprechen für eine zentrale Rolle 
von Calmodulin im Rahmen von Kapazitation und Apoptose und unterstützen die These ei-
ner inversen Regulation beider Prozesse. Da Calmodulin calciumbedingte Effekte vermittelt, 
ist zu vermuten, dass der intrazelluläre Calciumspiegel den zugrundeliegenden Einflußfaktor 
darstellt. Demzufolge kann ein Calciummangel als apoptoseinduzierender Reiz betrachtet 
werden, der gleichzeitig eine Kapazitationsblockade bedingt. 
In allen untersuchten Spermienlysaten konnte eine Proteinkinase-B-Aktivität nachgewiesen 
werden. Das Fehlen signifikanter Abweichungen scheint gegen eine PKB-vermittelte Regula-
tion der Kapazitation zu sprechen. Eine in anderen Studien beschriebene antiapoptotische 
Wirkung dieser Proteinkinase konnte nicht beobachtet werden. 
Die geringe Apoptoseaktivität kapazitierter Spermien und die eingeschränkte Kapazitations-
fähigkeit apoptotischer Spermatozoen erscheinen aus biologischer Sicht durchaus sinnvoll: 
Gesunden Samenzellen wird die Befruchtung einer Eizelle ermöglicht, während gleichzeitig 
dysfunktionelle Spermien hiervon ausgeschlossen werden. Durch die Induktion des apop-
totischen Zelltodes werden strukturell und/oder funktionell kompromittierte Zellen eliminiert. 
Während der hierfür benötigten Zeit wird das Risiko einer akzidentellen Befruchtung durch 
die apoptoseassoziierte Kapazitationsblockade minimiert. 
Der Kapazitations-Apoptose-Antagonismus besitzt eine praktische Bedeutung für die gezielte 
Isolierung kapazitationskompetenter, nicht-apoptotischer Zellen aus den (zumeist pathologi-
schen) Ejakulaten von Kinderwunschpatienten im Rahmen der assistierten Reproduktion. 
Die Evaluation der Eignung der immunomagnetischen Zellseparation zur Optimierung der 
Aufarbeitung humaner Ejakulate (Punkt 2.1 und 2.2) erfolgte anhand der Motilität, der Fertili-
tätsparameter Oozytenpenetration und Oozytenpenetrationsindex sowie der Apoptosemarker 
Caspase-3-Aktivierung, mitochondriale Integrität und Phosphatidylserinexternalisierung. In 
Übereinstimmung mit den beschriebenen Inhibitionsexperimenten korrelierten die Apoptose-
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marker untereinander signifikant positiv, jedoch negativ mit der Motilität und den Fertilitäts-
parametern. Dieses Resultat stützt erneut die bereits zuvor aufgestellte These eines funktio-
nellen Antagonismus von Apoptose und Kapazitation. Die mittels einer Kombination von 
Dichtegradientenzentrifugation und immunomagnetischer Separation aus frischen Ejakulaten 
angereicherten Spermien zeichneten sich gegenüber der nach alleiniger Dichtegradienten-
zentrifugation gewonnenen Fraktion durch ein deutlich gesteigertes Fertilisierungspotential 
bei minimaler Apoptoseaktivität aus. 
Für die nach einfacher oder kombinierter Aufarbeitung kryokonservierten Zellen konnten hin-
sichtlich Apoptoseinduktion und Motilität keine signifikanten Unterschiede konstatiert werden. 
Diese Spermien wiesen jedoch deutlich schlechtere Funktions- und Fertilitätsparameter als 
analog behandelte frische Zellen auf, was wiederum den schädigenden Einfluß der in praxi 
notwendigen Kryokonservierung verdeutlicht. Dennoch waren die nach Dichtegradientenzen-
trifugation und immunomagnetischer Separation kryokonservierten Spermien im Vergleich 
zur nur dichtegradientenzentrifugierten, kryokonservierten Fraktion durch eine größere Be-
fruchtungsfähigkeit charakterisiert. Somit profitieren auch temporär tiefgefrorene Spermien 
vom Einsatz der MACS-Technik. Gleichzeitig verdeutlichen diese Befunde, dass die derzeit 
zur Auswahl fertiler Spermatozoen verwendeten Parameter (z.B. Motilität) zur Identifizierung 
geeigneter Spermien nur begrenzt geeignet sind.  
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8 Anhang 
8.1 Abbildungsverzeichnis 
Abbildung Quelle, Bemerkung 
Abb. 2.1 Modifiziert nach www.embryology.ch 
Verwendung mit freundlicher Genehmigung von Hr. Prof. Marco R. Celio (Uni-
versität Freiburg, Schweiz)  
Abb. 2.2 Modifiziert nach (Turner 2006) 
Verwendung in modifizierter Form mit freundlicher Genehmigung der Internati-
onal Embryo Transfer Sociey und CSIRO Publishing 
Abb. 2.3 Modifiziert nach (Breitbart und Naor 1999) 
Verwendung in modifizierter Form mit freundlicher Genehmigung von 
Reproduction und BioScientifica 
Abb. 2.4 Protein Data Bank, Eintrag 3CLN, http://www.rcsb.org 
Abb. 2.5 Modifiziert nach (Paasch 2002) 
Verwendung mit freundlicher Genehmigung von Hr. Prof. Uwe Paasch (Univer-
sitätshautklinik Leipzig, Abteilung für Andrologie) 
Abb. 2.6 - Abb. 2.9 Selbst erstellt mit Powerpoint 
Abb. 2.10 Protein Data Bank, Eintrag 1KFX, http://www.rcsb.org 
Abb. 2.11 Protein Data Bank, Eintrag 1ICE, http://www.rcsb.org  
Abb. 2.12 - Abb. 2.14 Modifiziert nach www.miltenyibiotec.com 
Verwendung in modifizierter Form mit freundlicher Genehmigung von Miltenyi 
Biotec 
Abb. 3.1 Modifiziert nach www.medicult.com 
Verwendung in modifizierter Form mit freundlicher Genehmigung von Medicult  
Abb. 3.2 - Abb. 3.4 Selbst erstellt mit MDL ISIS/Draw 
Abb. 3.5 Foto angefertigt im andrologischen Forschungslabor der Universitätshautklinik 
des Universitätsklinikums Leipzig 
Abb. 3.6 Selbst erstellt mit MDL ISIS/Draw 
Abb. 3.7 Modifiziert nach (Paasch 2002) 
Verwendung mit freundlicher Genehmigung von Hr. Prof. Uwe Paasch (Univer-
sitätshautklinik Leipzig, Abteilung für Andrologie) 
Abb. 3.8 Foto angefertigt im andrologischen Forschungslabor der Universitätshautklinik 
des Universitätsklinikums Leipzig 
Abb. 4.1 - Abb. 4.3 Selbst erstellt mit Powerpoint 
Abb. 4.4 - Abb. 4.7 Selbst erstellt mit Statistika 
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Abbildung Quelle, Bemerkung 
Abb. 4.8 Fotos angefertigt von Dr. Tamer M. Said an der Cleveland Clinic, Cleveland, 
Ohio, USA 
Abb. 4.9, Abb. 4.10 Selbst erstellt mit Statistika 
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